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1.1. La enfermedad de Alzheimer 
1.1.1. Aspectos epidemiológicos de la Enfermedad de Alzheimer 
 La enfermedad de Alzheimer (AD) es un proceso neurodegenerativo, crónico y 
progresivo, caracterizado por la pérdida de memoria y declinar cognitivo [1]. Es la forma más 
común de demencia progresiva y afecta entre al 5 y 10 % de la población por encima de los 65 
años [2]. El factor de riesgo más importante es la edad y la prevalencia se incrementa de forma 
exponencial con la ella. Sin embargo, el Alzheimer no es siempre una enfermedad de la vejez. 
Aproximadamente 200,000 estadounidenses menores de 65 años padecen lo que se 
denominada Alzheimer de aparición temprana (EOAD) (www.alz.org).  Por lo que se puede 
diferenciar entre Alzheimer de aparición tardía (LOAD) y EOAD, que tan solo representa el 1-2 
% de todos los casos de AD [3]. 
 Dentro de las demencias, la LOAD representa entre el 60 y 70 % de los casos. Casi 50 
millones de personas padecen demencia, cifra que alcanzará los 131 millones para 2050. El 
tratamiento y el cuidado de personas con demencia cuesta actualmente mil millones de dólares 
[4]. En España, el AD, supone casi el 80 % de las muertes por demencia (Instituto Nacional de 
Estadística). Actualmente se sitúa entre las 10 principales causas de muerte a nivel global 
(www.alz.org), siendo la séptima en España. 
1.1.2. Aspectos clínicos de la enfermedad de Alzheimer 
 La AD puede afectar de distintas maneras según el individuo, pero el patrón de síntomas 
más común comienza con el empeoramiento gradual de la memoria, aumentando la dificultad 
para recordar nueva información. Los individuos progresan desde AD leve a moderado y grave 
a diferentes velocidades. A medida que la enfermedad progresa, las capacidades cognitivas y 
funcionales del individuo disminuyen. La disminución cognitiva incluye pérdida de memoria, 
dificultades en el lenguaje y disfunción en la ejecución. Además, la disfunción no cognitiva 
incluye ansiedad, depresión, alucinaciones, delirios y agitación [5]. 
 En un comienzo, fase leve, se ven afectados los reflejos. Presentan rasgos de lentitud, 
cambios leves de ánimo y pérdidas de memoria. Posteriormente, fase moderada, empiezan los 
problemas para acordarse de hechos recientes, mientras que los aspectos lejanos son 
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recordados perfectamente. Tienen dificultad para reconocer aspectos actuales como la fecha, 
el lugar, la hora, y, a veces, no son capaces de reconocer los rostros de familiares. Por último, 
fase grave, pierden la capacidad para comer, masticar e ingerir alimentos. Además, en este 
estadio ya no reconocen a nadie. En la AD avanzada, las personas necesitan ayuda con las 
actividades básicas de la vida diaria. La incapacidad para moverse, en esta última etapa, puede 
hacer que las personas sean más vulnerables a las infecciones u otras patologías. La enfermedad 
es finalmente fatal y las infecciones relacionadas son, a menudo, la causa.   
1.1.3. Aspectos patológicos de la enfermedad de Alzheimer 
 La AD se diagnosticó por primera vez hace más de 100 años, pero la investigación en sus 
síntomas, causas, factores de riesgo y tratamiento no ganó impulso hasta los últimos 30 años. Y 
aunque se ha avanzado bastante en su estudio, con la excepción de ciertas formas heredadas 
de la enfermedad, la causa o causas del AD siguen siendo desconocidas [6]. 
 Como rasgos histopatológicos característicos destacan las placas extracelulares de β-
amiloide (Aβ); los ovillos neurofibrilares intracelulares de tau hiperfosforilada (NFT); y una 










Figura 1.1. Imágenes esquemáticas de tejido cerebral de un individuo sano y otro con Alzheimer. En el segundo caso 




1.1.4. Hipótesis de la cascada amiloide 
 De acuerdo con la hipótesis de la "cascada amiloide" (Figura 1.2), Aβ es la causa de la 
AD [1]. La proteína precursora de Aβ (AβPP o APP) es una proteína integral de membrana que 
puede ser procesada proteolíticamente por una vía no amiloidogénica o una amiloidogénica. En 
la vía amiloidogénica, la β-secretasa (BACE1) es la encargada de realizar el primer corte, 
produciendo un fragmento N-terminal β soluble (sAβPPβ) más un fragmento C-terminal β 
(CTFβ). CTFβ es procesado por la γ-secretasa que genera Aβ y un dominio intracelular AβPP libre 









 Por otro lado, la vía no amiloidogénica es iniciada por la α-secretasa (ADAM10) y 
produce AβPPα soluble en el extremo N-terminal (sAβPPα) más un fragmento C-terminal α 
(CTFα), que es procesado por la γ-secretasa obteniéndose el péptido p3 y AICD. Cuando el primer 
corte en la proteína AβPP es realizado por la α-secretasa, este ocurre dentro de lo que sería la 
secuencia de Aβ, y por lo tanto la generación de Aβ es imposible.  
 Dependiendo del punto de corte de la γ-secretasa, se producen tres formas principales 
de Aβ, que comprenden 38, 40 o 42 residuos de aminoácidos. La cantidad relativa de Aβ1-42 
formada es particularmente importante, debido a que se trata de la forma más larga de Aβ, por 






Figura 1.2. Esquema representativo del procesamiento de la proteína precursora de β-amiloide. APP: proteína 
precursora de β-amiloide; Aβ: β-amiloide; sAPPβ: fragmento N-terminal β soluble de APP; C99: fragmento C-terminal 
β de APP; sAPPα: fragmento N-terminal α de APP; C83: fragmento C-terminal α de APP; AICD/CTFɣ: fragmento C-
terminal ɣ de APP; p3: péptido p3. Imagen perteneciente a Barage et al. 2015. 
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péptido Aβ1-40 [7]. La enzima γ-secretasa es una proteasa que realiza su corte dentro de la 
membrana plasmática. La actividad forma parte de un gran complejo enzimático que tiene al 
menos cuatro componentes. De ellos, los más importantes son las presenilinas. Por el momento 
se han identificado tres presenilinas (PS1, PS2 y PS3). Las mutaciones en los genes que codifican 
las presenilinas son responsables de entre el 20 y 60 % de los casos de Alzheimer heredado o 
EOAD. Pese a que la producción de Aβ es un proceso normal [8], [9], la sobreproducción de Aβ, 
o una mayor proporción de Aβ1-42, parece suficiente para causar AD de inicio temprano [10]–
[12].  
 La síntesis de Aβ provoca una respuesta inflamatoria local con microgliosis y astrocitosis. 
Se produce una pérdida de la columna sináptica y distrofia neuronal. Con el tiempo, estos 
eventos resultan en estrés oxidativo, alteración de la homeostasis iónica y una serie de cambios 
bioquímicos. La cascada culmina en una disfunción sináptica/neuronal generalizada y muerte 
celular, que conduce a una demencia progresiva asociada con patología extensa de Aβ y tau 
[13]. 
1.1.5. Hipótesis tau 
 La proteína tau pertenece a la familia de proteínas asociadas a microtúbulos (MAP) que 
se localiza principalmente en neuronas [14]. En condiciones fisiológicas, esta proteína regula el 
ensamblaje de microtúbulos, el comportamiento dinámico y la organización espacial [15]. La 
proteína tau está codificada por un único gen. En cerebro adulto se expresan principalmente 
seis isoformas a través del corte y empalme alternativo [16]. 
 La fosforilación de la proteína tau está regulada por el desarrollo [17]. Durante la 
embriogénesis y el desarrollo temprano, cuando no se expresan las seis isoformas sino tan solo 
una, hay un alto nivel de fosforilación de tau. Por el contrario, en el cerebro adulto, cuando se 
expresan las seis isoformas, los niveles de fosforilación son más bajos. 
 En condiciones patológicas, como la AD, los niveles de tau fosforilada aumentan. La 
hiperfosforilación de tau reduce su afinidad hacia los microtúbulos [18]. El acúmulo de proteína 
tau hiperfosforilada genera filamentos que, en el cerebro de pacientes con AD, se agregan 
formando los ovillos neurofibrilares [19]. Esta pérdida de función conduce a la alteración de las 
funciones estructurales y reguladoras del citoesqueleto. De esta manera, se ven afectado el 
mantenimiento morfológico y el transporte axonal, produciéndose disfunción sináptica y 
neurodegeneración [20].  
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 La hipótesis tau afirma, por tanto, que es la hiperfosforilación de tau la causante de esta 
enfermedad. Señalando, además, que los daños histopatológicos producidos por los NFT 
progresan de forma correlacionada con los síntomas de los pacientes. Aún así, todavía no existe 
una explicación clara de cómo se inicia todo este proceso. 
1.1.6. Clasificación neuropatológica 
 En 1991 los neuroanatomistas Heiko Braak y Eva Braak propusieron una división de la 
enfermedad en diferentes estadios según la progresión de los daños neuropatológicos (Figura 
1.3 y 1.5). Propusieron dos clasificaciones diferentes en función del daño histopatológico en el 







 Para los depósitos de amiloide presentaron tres estadios (A, B y C) (Figura1.3). En el 
estadio A se muestra una baja densidad de depósitos de Aβ que están localizados en la porción 
basal del isocortex (Figura 1.4). En el estadio B los depósitos de Aβ se encuentran a lo largo de 
todo el isocortex, y además la formación hipocampal comienza a verse afectada. Por último, en 





Figura 1.3. Esquema demostrativo de la progresión del acúmulo de las placas de Aβ y los ovillos de tau hiperfosforilado 
en los diferentes estadios de la enfermedad. Imagen perteneciente Jeanne et al. 2017. 













 Cuando la clasificación se centra en la formación de los ovillos neurofibrilares (Figura 
1.5), la progresión de los daños neuropatológicos puede relacionarse más fácilmente con la 
progresión clínica de los pacientes. De esta manera, aparecen seis estadios que, agrupados de 








Figura 1.4. Imagen esquemática del cerebro y representativa de la formación hipocampal y corteza. A: Representación 
de las partes del cerebro según la clasificación del “cerebro triuno” (de acuerdo a la evolución). B: Imagen de la sección 
coronal de la formación del hipocampo humana y corteza (situado en la parte límbica). CxP: córtex perirrinal; CxT: 
córtex transentorrinal; CxE: córtex entorrinal; PSub: presubículum; Sub: subículum; CA1: sector CA1 del asta de 
Ammón; CA2: sector CA2; CA3: sector CA3; CA4: hilio del giro dentado; GD: giro dentado; F: fimbria. Imagen 













 Los dos primeros estadios (estadios I y II), se corresponde con la fase preclínica de la 
enfermedad ya que los daños se producen por debajo del umbral de aparición de los síntomas 
clínicos [22]. A estas dos fases se les denomina estadios transentorrinales, ya que los cambios 
se centran prácticamente en esta región. La región CA1 del hipocampo también se ve 
ligeramente dañada, mientras que el isocortex aún permanece intacto. 
 Los estadios III y IV se clasifican como estadios límbicos. Esta fase se corresponde con la 
aparición de los primeros síntomas, cuando comienza a aparecer el deterioro en la función 
cognitiva y surgen los cambios de personalidad [22]. Durante estos estadios el área 
transentorrinal se ve completamente afectada y el daño se extiende a toda la región entorrinal. 
La formación hipocampal muestra un moderado daño, que se centra tan solo en la zona CA1 en 
el estadio III, pero que llega levemente a CA4 en el estadio IV. En ambos periodos, el isocortex 
comienza a dañarse ligeramente. 
 Las dos últimas fases, estadio V y VI, conocidos como estadios isocorticales, se 
corresponden con los pacientes que muestran todos los síntomas de demencia. En ellos el 
isocortex está gravemente dañado. En el estadio V se pueden ver daños en la formación 




Figura 1.5. Imagen representativa del acúmulo de las placas de Aβ en la corteza cerebral y de los ovillos neurofibrilares 




1.1.7. Hipótesis de la cascada mitocondrial 
 Si bien existen pruebas sustanciales que respaldan cada una de estas teorías por 
separado, la cascada Aβ y la hipótesis tau, ninguna de ellas recoge una explicación de ambos 
hechos. En este punto nos encontramos con la "hipótesis de la cascada mitocondrial". Esta 
hipótesis propone que la función basal del sistema de fosforilación oxidativa (OXPHOS) de cada 
individuo, junto con su declinar asociado a la edad, determinará cuándo esta función cruzará el 
umbral patológico, por lo tanto, cuando el riesgo de que un individuo sufra AD aparecerá [23]. 
 La teoría se basa, por lo tanto, en que las variaciones polifórmicas de los genes del DNA 
mitocondrial (mtDNA) y el DNA nuclear (nDNA), que codifican las subunidades de los complejos 
OXPHOS, determinan la eficiencia de este sistema y el nivel de producción basal de especies 
reactivas de oxígeno (ROS).  
 Se ha visto que cuando la producción de ROS es alta se daña el mtDNA, por lo que tener 
una producción basal de ROS elevada produce mayor daño en el mtDNA.  Además, las 
mutaciones en el mtDNA disminuyen la eficiencia de la cadena de transporte de electrones 
(ETC), que se manifiesta con una disminución de la fosforilación oxidativa y un aumento en la 
producción de ROS. Todo ello desencadena una triple respuesta compensatoria: 
1. El sistema intenta “reiniciarse”. La superproducción de ROS mitocondrial provoca 
un daño en las proteínas, que conlleva el plegamiento en lámina β de proteínas 
solubles, como el APP, a proteínas insolubles, Aβ. Esto provoca una mayor 
disminución de la actividad de ETC. Esta actividad redox dañada cambia el sistema 
de oxidorreducción de la membrana plasmática celular, donde el exceso de ROS 
incrementa la producción de Aβ extracelular y la formación de placas amiloides. 
2. “Se retiran” las células disfuncionales. La apoptosis se activa cuando las células 








3. “Se intenta reemplazar” la pérdida de células. La alteración de la fosforilación 
oxidativa mitocondrial aumenta la dependencia de las células a la glucólisis 
anaeróbica, iniciando la señalización hipóxica y alterando la homeostasis de ROS. En 
neuronas con capacidad proliferativa residual, esto proporciona una señal para la 
reentrada en el ciclo mitótico. El reingreso al ciclo celular finalmente falla, tal vez 
debido a consideraciones bioenergéticas, y se produce un fallo en la regulación de 
las ciclinas, en la síntesis de DNA y la fosforilación de tau, formándose los ovillos 
neurofibrilares. Las células pierden su viabilidad, no por su fallo para completar el 
ciclo celular, sino más bien por la disfunción mitocondrial subyacente que provocó 
la reentrada en el ciclo celular en primer lugar. 
 Esta triple respuesta estaría explicando los principales daños patológicos que se 
encuentran en los individuos que padecen la AD, como la aparición de placas amiloides 
extracelulares, los ovillos neurofibrilares intracelulares, la pérdida de sinapsis y muerte celular 
[21] (Figura 1.6). 
 
 
Figura 1.6. Esquema de la hipótesis de la cascada mitocondrial. El daño mitocondrial, cuya aparición viene 
determinada por la ETC de cada individuo, inicia una serie de eventos compensatorios que resultan en los daños 
histopatológicos que caracterizan la AD. 
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 Existen numerosas evidencias que apoyan la teoría que relaciona el sistema OXPHOS 
con la enfermedad de Alzheimer. Se ha visto que la actividad sistémica del complejo IV (CIV) del 
sistema OXPHOS esta reducida en sujetos con AD [24]. También hay estudios que relacionan la 
disfunción OXPHOS con un aumento de Aβ, como ocurre con la inhibición de la ETC con azida 
sódica (un inhibidor del CIV), oligomicina [un inhibidor complejo V (CV)], carbonil cianuro m-
clorofenilhidrazona (CCCP, un desacoplador OXPHOS) o con hipoxia (oxígeno al 2.5 %) en líneas 
celulares cultivadas, neuronas de embrión de pollo o astrocitos humanos. En ellos el 
metabolismo de AβPP cambia de no amiloidogénico a la vía amiloidogénica aumentando los 
niveles de Aβ [25]–[32]. Además, la hipoxia reduce los niveles ADAM10 en células de 
neuroblastoma SH-SY5Y [30] y la administración in vivo de rotenona, un inhibidor del complejo 
I (CI), 3-nitropropiónico, inhibidor del complejo II (CII), o de azida sódica, resultan en un aumento 
de los niveles de la proteína BACE1, tanto en actividad como en productos, en retina de rata 
madura o cerebro de ratón [33], [34]. 
 Además, se ha observado que Aβ es capaz de transportarse al interior de las 
mitocondrias [35] y unirse a la región N-terminal de p.MT-CO1 del CIV [36]. Las células SH-SY5Y 
de neuroblastoma humano transfectadas con AβPP expresan mayores niveles de Aβ y muestran 
una actividad del CIV y del consumo de oxígeno significativamente reducida [37]. Los ratones 
doble transgénicos para AβPP/PS2 sobreexpresan formas mutantes de AβPP humana y 
presenilina 2, un componente del complejo de la γ-secretasa. Las mitocondrias cerebrales de 
estos ratones, además, muestran una disminución de la actividad del CIV y el consumo de 
oxígeno [38]. 
  Por lo que, independientemente de si los depósitos de Aβ aparecen antes o después, 










1.2. La mitocondria 
 La mitocondria es un orgánulo que se encuentra en prácticamente todas las células 
eucariotas. Este orgánulo, esencial para las células, puede diferir en número y forma de acuerdo 
con la demanda específica de cada tejido [39]. Sin embargo, la ultraestructura es muy 
característica, ya que poseen una organización de tipo general en la que se distingue la 
membrana externa, la membrana interna, el espacio intermembranoso y la matriz mitocondrial. 
 Por otra parte, la función mitocondrial responde dependiendo de múltiples señales 
celulares o ambientales como hormonas, factores de crecimiento, cambios de temperatura, 
actividad fisiológica, etc. Por lo tanto, la biogénesis y la función mitocondrial dependerán de 
complejos procesos que tienen que ser regulados con precisión de acuerdo a las diferentes 
condiciones fisiológicas de la célula [39],[40]. 
 Las mitocondrias están involucradas en muchas vías metabólicas esenciales de las 
células, como son la biosíntesis de pirimidinas, aminoácidos, fosfolípidos, nucleótidos, ácido 
fólico, hemo, urea y una gran variedad de metabolitos [41]. La función principal es la síntesis de 
adenosin trifosfato (ATP) a través del sistema OXPHOS, pero también se encarga de otras 
muchas como la termorregulación, la regulación de la apoptosis, la homeostasis del calcio y la 
producción de ROS [42]. 
 Una de las particularidades de la mitocondria es que posee un genoma propio, el DNA 
mitocondrial (mtDNA). El mtDNA es circular, consta de 16.569 pares de bases y contiene 
información para 37 genes: 24 que participan en la síntesis de las proteínas codificadas en el 
propio genoma [dos rRNAs (12S y 16S) y 22 tRNAs] y 13 que codifican polipéptidos que forman 
parte de cuatro de los cinco complejos multienzimáticos del sistema OXPHOS. De ellos, siete 
polipéptidos (p.MT-ND 1-6 y p.MT-ND4L) son componentes del CI; uno (p.MT-CYB) pertenece al 
CIII; tres (p.MT-CO1-3) pertenecen al CIV y dos (p.MT-ATP6 y 8) pertenecen a la ATP sintasa o 
CV [43]. El resto de los polipéptidos componentes del sistema OXPHOS están codificados en el 
DNA nuclear. Por ello, la biogénesis de este sistema constituye un caso particular en la célula, ya 





 El mtDNA presenta una serie de características propias que lo diferencian del nDNA. 
Presenta un alto número de copias por células, la mayor parte de los tejidos contienen entre 
1000 y 10000 copias por células, con 2 a 10 moléculas de DNA por mitocondria. Además, el 
mtDNA se hereda exclusivamente por vía materna [44]. Otra de las características llamativas del 
mtDNA es la organización extremadamente compacta de los genes que codifica. Los genes se 
encuentran unos a continuación de los otros sin nucleótidos intermedios ni intrones, además, 
presenta un código genético que difiere del universal [45]. Por último, el mtDNA es muy 
vulnerable y presenta una tasa de mutación espontánea 10-20 veces superior a la del nDNA.  
1.3. Sistema OXPHOS 
 El sistema OXPHOS es el encargado de la producción de ATP dentro de las mitocondrias 
y se encuentra localizado en la membrana interna mitocondrial. El sistema OXPHOS está 
compuesto por la cadena de transporte de electrones (ETC) y la ATP sintasa [46], [47]. La ETC 
incluye los complejos respiratorios I, II, III y IV y dos transportadores móviles de electrones, el 
citocromo c, cyt c, y la coenzima Q, CoQ. La transferencia de energía ocurre como resultado del 




Figura 1.7. Representación esquemática del sistema OXPHOS. En la imagen se observan los complejos de la cadena 
de transporte de electrones CI, CII, CIII, CIV y la ATP sintasa (CV). Las flechas perpendiculares señalan la dirección de 
salida de los protones al espacio intermembranoso y de entrada por el canal protónico de la ATP sintasa. Se dibuja 
también la línea que marca el paso de electrones a través de los complejos. Imagen tomada de Khan Academy. 
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 El NADH y FADH2 generados por el metabolismo catabólico de las células constituyen los 
sustratos requeridos para la producción de energía. Estos ceden sus electrones al CI (oxidación 
del NADH) y CII (oxidación del FADH2) de la ETC. De aquí, los electrones son transportados a lo 
largo de los complejos respiratorios hasta el oxígeno, que es reducido para producir agua como 
producto final. La energía liberada por los electrones en la cadena respiratoria es usada para el 
bombeo de protones desde la matriz mitocondrial hacia el espacio intermembrana, a través de 
los complejos I, III y IV. Este bombeo produce un gradiente electroquímico que es aprovechado 
por la ATP sintasa para sintetizar ATP [48]. Parte de la energía producida por el transporte de 
electrones se libera en forma de calor y una fracción de los electrones reacciona tempranamente 
con el oxígeno produciendo especies de oxígeno reactivas [49].  
1.4. Síntesis de pirimidinas 
 Los nucleótidos de pirimidina son los precursores en la síntesis de numerosos 
compuestos como son los ácidos nucleicos, glicoproteínas, glicolípidos y fosfolípidos. Estos 
nucleótidos pueden obtenerse reciclándose por la ruta de salvamento o sintetizándose de novo. 
En el último caso, la enzima dihidroorotato deshidrogenasa (DHODH) oxida dihidroorotato para 
dar orotato transfiriendo directamente electrones a la cadena respiratoria mitocondrial a través 
del coenzima Q10 o ubiquinona.  
 La ruta de síntesis de novo de pirimidinas es, por lo tanto, una de las vías en la que la 
mitocondria tiene un papel fundamental. Como consecuencia, un daño en el sistema OXPHOS 
podría afectar a la síntesis de estas. 
1.4.1. Síntesis de novo de pirimidinas 
 La síntesis de novo de nucleótidos de pirimidina comienza con ATP, glutamina y 
bicarbonato. La completa conversión de estos sustratos a uridina tan solo requiere tres genes y 
seis actividades enzimáticas, lo que se logra mediante la fusión de múltiples actividades 





 Los tres primeros pasos en la síntesis de novo de pirimidinas son catalizados por una 
enzima citoplasmática trifuncional denominada CAD. Acrónimo que viene dado por el nombre 
de las tres actividades de la proteína, carbamoil fosfato sintasa II (CPS II), aspartato 
transcarbamoilasa (ATCasa) y dihidrorotasa. El producto de CAD, dihidrorotato (DHO), difunde 
al interior de la mitocondria, donde se convierte en orotato (O) por la acción de la DHODH. De 
nuevo, en el citoplasma la UMP sintasa (UMPS) cataliza los dos últimos pasos de la ruta a uridina 
monofosfato (UMP). 
 La importancia de esta vía en células mitóticas, en las que se intenta cumplir con la 
demanda de precursores de ácido nucleicos, se apoya en varios hallazgos. En primer lugar, la 
suplementación de uridina restaura la tasa de crecimiento en fibroblastos de pacientes con 
deficiencia del coenzima Q10 [52]. Segundo, en concentraciones de oxígeno por debajo del 1 %, 
la uridina aumenta el número de células tumorales [53]. Y tercero, teniendo en cuenta que el 
Figura 1.8. Representación esquemática de la ruta de síntesis de novo de pirimidinas. En la imagen se presentan los 
tres primeros pasos de la ruta catalizados por la enzima multifuncional CAD (CPS II, ATCasa y dihidroorotasa); el cuarto 
paso, con la DHODH localizada en la membrana interna de la mitocondria y que conecta esta ruta con el transporte 

















































oxígeno es el aceptor final de electrones en la cadena respiratoria, las células rho0, sin DNA 
mitocondrial y ninguna cadena respiratoria funcional, son auxótrofos para pirimidina y 
requieren uridina para el crecimiento [54].  
 La inhibición de la cadena respiratoria por inhibidores del CIII, como la antimicina A o 
mixotiazol, da lugar a una disminución significativa en la cantidad total de pirimidina [55], [56] y 
la inhibición del CIV por óxido nítrico inhibe indirectamente la actividad de DHODH. Esta 
inhibición se correlaciona con una disminución en la síntesis de orotato. La producción de 
orotato también se disminuye con el cianuro, otro inhibidor de CIV [57]. Por otra parte, la uridina 
protege los fibroblastos de pacientes con AD y células progenitoras neuronales humanas 
normales (NHNP) frente a la toxicidad de la azida [58] [59]. 
 A diferencia de las células mitóticas, generalmente se considera que la actividad de la 
ruta de novo es baja en células no mitóticas y totalmente diferenciadas, ya que la demanda de 
precursores de ácido nucleico es menor [60].  
1.4.1.1. CAD 
 Toda la actividad de la enzima CAD se sitúa en el citoplasma. El primer paso es convertir 
el bicarbonato, glutamina y ATP en carbamoil fosfato a través de la CPS II. La ATCasa lo convierte 
en carbamoil aspartato, que da dihidoorotato con la acción de la dihidroorotasa.  
 La CPS II cataliza la etapa limitante de la velocidad en esta ruta, ya que está sujeto a una 
inhibición por retroalimentación por uridina trifosfato (UTP) y se activa mediante fosforribosil 
pirofosfato (PRPP). En estudios sobre las señales implicadas en la regulación de CAD se ha 
observado una disminución rápida de la actividad de CPS II durante la apoptosis. De hecho, 
existen dos sitios de escisión de caspasa-3 dentro del dominio CPS II [50]. Además, en paralelo 
con la pérdida de actividad de CAD, se produce una disminución rápida de pirimidinas en las 
células apoptóticas [61]. 
 En relación con la CAD existe un trastorno congénito de glicosilación tipo IZ (CDIZ) que 
es causado por mutaciones bialélicas en el gen CAD. Esto causa una alteración en la 
incorporación de aspartato en la ruta de vía de síntesis de novo y una disminución de CTP, UTP 
y azúcares activados implicados en la glicosilación. En este trastorno multisistémico se produce 
un defecto en la biosíntesis de glicoproteínas que causa glicoproteínas séricas subglicosiladas y 
que da lugar a varias características clínicas como defectos en el desarrollo del sistema nervioso, 
retraso psicomotor, características dismórficas, hipotonía, trastornos de la coagulación e 
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inmunodeficiencia. En el estudio de este transtorno se ha observado que la suplementación de 
uridina puede revertir los síntomas y, por lo tanto, puede usarse como potencial terapia [62]. 
1.4.1.2. DHODH 
 El cuarto paso de la ruta es catalizado por la enzima dihidroorotato deshidrogenasa. Esta 
enzima está localizada en la membrana interna de la mitocondria y se trata de una flavoproteína 
(FMN). En paralelo con la oxidación de dihidroorotato a orotato, DHODH cataliza la reducción 
de ubiquinona en la membrana mitocondrial interna [50].  La enzima tiene dos sitios de unión. 
El sustrato DHO se une al primer sitio y se oxida a través de un aceptor de electrones, el cofactor 
FMN que se reduce a FMNH2. Después de la liberación de orotato, la ubiquinona se une al 
segundo sitio y recibe un electrón de FMNH2. Por lo tanto DHODH representa un enlace 
funcional entre la cadena respiratoria y la síntesis de novo de pirimidinas  [63] [64]. 
 Bajo determinadas situaciones, cuando se produce una sobreexpresión de CAD, la 
DHODH se convierte en la etapa limitante en la síntesis de nucleótidos de pirimidina.  Por ello, 
es en muchas ocasiones la proteína diana para tratamientos como potencial antiinflamatorio, 
inmunosupresor y antiproliferativo. 
 Al igual que CAD, se ha visto que una disminución en la función de la enzima DHODH, 
por la inhibición del CIII, produce un daño en la síntesis de novo que acaba induciendo la 
apoptosis celular [65]. Además una depleción de DHODH puede provocar una disfunción 
mitocondrial, parada del ciclo celular y un aumento de los niveles de ROS, daños ampliamente 
descritos en la hipótesis de la cascada mitocondrial [66]. 
1.4.1.3. UMPS 
 Los dos últimos pasos de la síntesis de novo de primidinas ocurren en el citoplasma. La 
UMPS es una enzima bifuncional que incluye la orotato fosforribosil transferasa (OPRT) y la 
orotidina monofosfato descarboxilasa (OMPD). OPRT, localizada en el domino N-terminal de la 
proteína, cataliza la transferencia de PRPP del orotato a la orotidina monofosfato (OMP). Y OMP, 
localizada en la región C-terminal, da el producto final de la ruta de síntesis de novo de 
pirimidinas, la uridina monofosfato (UMP) [67].  UMPS además de ser la encargada del paso final 




 UMP es el precursor para todos los demás nucleótidos de pirimidina. Las 
correspondientes formas di y trifosforiladas de uridina, UDP y UTP, se forman por la acción de 
UMP/CMP quinasa y nucleósido difosfato quinasa, y son necesarias para la posterior síntesis de 
UDP-azúcar. UTP también proporciona el punto de entrada para la síntesis del otro nucleótido 
principal de pirimidina, citidina trifosfato (CTP). Citidina monofosfato (CDP), como UDP, se 
convierte en el derivado del desoxirribonucleótido por la acción de la ribonucleótido reductasa, 
que es necesaria para la síntesis de polímeros de DNA en crecimiento. Por otro lado, los 
nucleótidos de pirimidina se incorporan directamente en las cadenas de RNA y son los 
precursores de una serie de importantes procesos biosintéticos [50]. 
1.4.2. Ruta de salvamento de pirimidinas  
 En las células de mamíferos, además de la vía de novo para la síntesis de pirimidinas, 
existe también la ruta de salvamento, un proceso que requiere el transporte facilitado y la 
posterior fosforilación de uridina y citidina para formar UMP y CMP, respectivamente [68]. 
 Diferentes transportadores de membrana son responsables del paso de los nucleósidos. 
Una vez dentro de la célula, la uridina/citidina quinasa (UCK) fosforila uridina o citidina. Existen 
al menos dos isozimas de esta proteína, UCK1 y UCK2, que cataliza este evento, además de la 
fosforilación de numerosos análogos de uridina y citidina [69]. Los estudios sugieren que UCK se 
regula en respuesta a factores de crecimiento y aumenta marcadamente en varias líneas de 
células tumorales [70]. 
 En células altamente diferenciadas, la dependencia de la vía de novo es más reducida y 
en comparación, en células completamente diferenciadas como los cardiomiocitos y el tejido 
del músculo esquelético, la utilización de la vía de rescate excede la de la vía de síntesis de novo 
[71]. 
1.4.2.1. UCK2 
 La enzima UCK es la enzima responsable del primer paso de la ruta de salvamento de 
pirimidinas, además de ser la limitante. Su acción produce CMP y UMP, que a su vez son potentes 
inhibidores por retroalimentación de la uridina/citidina quinasa. Se señalan dos tipos de UCK, 
UCK1 (277 aminoácidos) y UCK2 (261 aminoácidos) [69]. Y aunque las dos formas comparten 
alrededor del 70 % de su secuencia, el papel fisiológico exacto de la UCK1 todavía es 
desconocido, mientras que la UCK2 es la responsable de la mayor parte de la fosforilación de 
uridina y citidina en células. 
20 
 
1.5. Nucleótidos de pirimidina como precursores 
1.5.1. Síntesis de CTP 
 En la vía de novo, la conversión de uridina en nucleótidos de citidina se logra mediante 
la enzima, altamente regulada, CTP sintetasa [72], [73]. Enzima cuya actividad se ha demostrado 
que es sustancialmente más alta en las células tumorales [74].  
 La síntesis de CTP es esencial para una serie de procesos biosintéticos [73]. Como son la 
síntesis CTP dependiente de fosfatidilcolina (PC) y lípidos derivados de esta molécula. Además, 
los lípidos derivados de esta ruta son esenciales para la incorporación de fructosa y manosa en 
los precursores de GDP-azúcar. El conjunto de CTP libre es normalmente el más pequeño de los 
nucleótidos trifosforilados, y los datos sugieren que los cambios en los niveles de este nucleótido 
pueden tener una influencia significativa en la regulación de la proliferación celular [75]. 
Estudios recientes que usan inhibidores de la vía de síntesis de novo de pirimidinas, como 
leflunomida, o privan de uridina células que carecen de una proteína CAD funcional (G9c), 
respaldan la importancia de este nucleótido en la progresión del ciclo celular [76]. 
1.5.2. Síntesis de UDP-azúcar y glicosilación 
 Los nucleótidos de uracilo son esenciales para la síntesis de azúcares activados tales 
como uridina difosfato-glucosa, UDP-glucosa, y UDP-N-acetilglucosamina, UDP-GlcNAc [77]. Los 
nucleótidos de glucosa se sintetizan en el citosol y se transportan al retículo endoplásmico o al 
aparato de Golgi, donde se utilizan para reacciones de glicosilación. UDP-glucosa se origina de 
la acción de la UDP-glucosa pirofosforilasa en UTP y glucosa 1-fosfato, y es el precursor de una 
variedad de derivados de UDP-azúcar, incluyendo UDP-galactosa, ácido glucurónico, xilosa, 
ácido idurónico, etc. [77], [78]. En última instancia, estos compuestos se utilizan para la síntesis 
de disacáridos y polisacáridos complejos como el glucógeno en células de mamíferos. UDP-
GlcNAc se sintetiza mediante la ruta de la hexosamina y se requiere para la glicosilación de 
proteínas y la unión de análogos de glicosilfosfatidilinositol. Por lo tanto, la disponibilidad de 
nucleótidos de uracilo podría afectar a estos importantes procesos biosintéticos. Estudios 
recientes muestran que la síntesis reducida de UDP-GlcNAc influye tanto en la progresión del 
ciclo celular como en la susceptibilidad a la apoptosis [79]. Los nucleótidos de citidina también 
son necesarios para la modificación postraduccional de las proteínas y la síntesis de CMP-N-
acetilneuramínico (CMP-NANA) que es esencial para la sialilazación de proteínas [80], [81]. 
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 Aunque la existencia de grupos de nucleótidos distintos ha sido debatida [75], hay 
pruebas de que el origen del nucleótido puede desempeñar un papel en el dictado de su destino. 
Se ha visto que las pirimidinas incorporadas en UDP-azúcar se producen principalmente a partir 
de la vía de síntesis de novo, mientras que las derivadas de la vía de salvamento se destinan 
principalmente a la síntesis de RNA [78]. Estudios adicionales han apoyado la canalización de 
UTP derivados de orotato en la formación de UDP-azúcar en hepatocitos de rata [82], [83]. Por 
el contrario, se he demostrado que el aumento, en los linfocitos T, inducido por mitógenos de 
nucleótidos de pirimidina o UDP-glucosa se produce tanto por las vías de novo como de 
salvamento [84].  
1.5.3. Síntesis de RNA y DNA 
 La síntesis de pirimidina es necesaria para la formación de RNA y DNA. UTP y CTP se 
incorporan directamente en las cadenas de RNA en crecimiento, mientras que las bases para la 
síntesis de DNA se derivan de los correspondientes desoxirribonucleótidos (dTTP y dCTP). La 
conversión de los ribonucleótidos a desoxirribonucleótidos se produce a nivel de UDP y CDP y 
se cataliza mediante la ribonucleótido reductasa, la enzima limitante de la síntesis de DNA [51]. 
dCDP se convierte en dCTP en un solo paso por la nucleósido difosfato quinasa, mientras que el 
metabolismo de dUDP a dTTP requiere un mínimo de cuatro pasos adicionales. Una vez 
formado, dTTP y dCTP proporcionan los sustratos para la polimerización del DNA. 
1.5.4. Síntesis de fosfatidilcolina 
 PC es el lípido más abundante en células eucariotas. Además de su papel en la síntesis 
de membranas, proporciona el reservorio de numerosos derivados de lípidos, incluyendo 
lisofosfatidilcolina, ácido fosfatídico, diacilglicerol, ácido lisofosfatídico, factor activador de 
plaquetas y ácido araquidónico [73]. Estos derivados también tienen papeles importantes como 
segundos mensajeros y de ese modo influyen en múltiples procesos de señalización celular 
(Figura 1.8). Aunque hay dos vías establecidas por las cuales se puede sintetizar PC, en los 
mamíferos la ruta CDP-colina es la ruta principal de síntesis. Esta es iniciada por la CTP sintetasa, 
la enzima que convierte el UTP en CTP a través de una reacción de glutaminación dependiente 
de ATP. Se ha demostrado que la enzima limitante de la velocidad en la síntesis de PC, 
CTP:fosfocolina citidiltransferasa, está regulada por la concentración de CTP en las células [85], 
[86]. Por lo tanto, la biosíntesis de PC y los fosfolípidos posteriores derivados de lípidos es 




 Por otro lado, la inhibición de la síntesis de PC es suficiente para provocar la detención 
del ciclo celular y la apoptosis [87]. Hay una inactivación rápida de la síntesis de PC durante la 
apoptosis, lo que sugiere que el desacoplamiento de este proceso es parte del programa de 
muerte celular [61]. Previsiblemente, la síntesis de PC es uno de los puntos finales esenciales 









Figura 1.8. Representación esquemática de la utilización de los diferentes productos obtenidos a partir del UTP 
sintetizado en la ruta de síntesis de novo de pirimidinas. CDP-diacilglicerol (CDP-DAG), CDP-colina, CDP-etanolamina, 
UDP-azúcar, UDP-N-Acetilglucosamina (UDP-GlcNAc), fosfoetfosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE), 

















1.6. Plasmalema neuronal 
 Los procesos mentales dependen de las redes neuronales, que dependen de las 
conexiones entre las neuronas, es decir, sinapsis, establecidas a través de sus superficies 
formadas por sus membranas plasmáticas. Las membranas plasmáticas de las neuronas 
(plasmalema) tiene normalmente un área de aproximadamente 250,000 μm2, mientras que la 
superficie de una célula esférica con un diámetro de 20 μm asciende a solo 1,256 μm2. Una 
neurita de 1 μm de diámetro que se alarga a 0,5 mm por día debe expandir su superficie a una 
velocidad de aproximadamente 1 μm2 por minuto. Por lo tanto, la formación de axones y 
dendritas y el mantenimiento de la superficie neuronal requiere una síntesis de membrana 
continua [88].  
 En la AD, la pérdida neuronal es precedida por una pérdida de sinapsis [89]. Esta pérdida 
se ha relacionado con alteraciones en la composición y la estructura de membranas neuronales. 
De hecho, los fosfolípidos son significativamente más bajos en ratones doble trasgénicos para 
AβPP/PS1 que sobreexpresan formas mutantes de AβPP humano y presenilina 1, un 
componente del complejo γ-secretasa [90]. La fosfatidilcolina y la fosfatidiletanolamina (PE), los 
fosfolípidos más abundantes en las neuronas, se encuentran disminuidos en las muestras 
cerebrales de pacientes con AD [91] [92], [93]. 
 PC y PE se sintetizan a través de las vías de citidina difosfato, (CDP)-colina y CDP-
etanolamina, y requieren CTP. CTP:fosfocolina/fosfoetanolamina citidiltransferasas (CCT) 
catalizan los pasos limitantes de las rutas de biosíntesis de PC y PE. Sus bajas afinidades por CTP 
sugieren que la actividad de estas enzimas y la tasa de síntesis de fosfolípidos depende en gran 
medida de la concentración celular de CTP [94], [95]. El vínculo entre la síntesis de novo de CTP 
y la función OXPHOS podría explicar que la inhibición del CIV por azida sódica afecte a la 
formación de extensiones de membrana plasmática en las células del linaje de oligodendrocitos 
de rata [96]. Por otro lado, en células de rata de feocromocitoma PC12 desacoplantes, como el 
CCCP y dinitrofenol (DNP), aumentan la producción CDP-colina [97]. Los desacoplantes 
mitocondriales aumentan el flujo de electrones a través de la cadena respiratoria [98], 
facilitando así la actividad de DHODH al suministrar su aceptor de electrones,  el coenzima Q10 
oxidado. Se ha demostrado que DNP estimula el crecimiento de neuritas, y por lo tanto la 
extensión de la membrana plasmática, en cultivos de neuronas corticales y del hipocampo de 
embriones de rata. Este compuesto también promueve la neuritogénesis y la diferenciación 
neuronal en el neuroblastoma de ratón, en la línea celular Neuroblastoma 2a y células madre 
embrionarias [99], [100].  
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 En células de feocromocitoma PC12 de rata y de neuroblastoma humano LAN-5 y SH-
SY5Y, la uridina o citidina exógena mejoran la diferenciación celular, como lo demuestra el 
crecimiento de neuritas (aumento del número de neuritas por célula, ramificación de neuritas, 
neurofilamentos de neurita y cantidad de fosfolípidos) [59][101]–[105]. Las secciones de núcleo 
estriado de rata incubadas con citidina muestran un aumento en la síntesis de PC y PE [106]. La 
suplementación de uridina o citidina a jerbos, cobayas, ratones y ratas aumenta los niveles en 
cerebro de fosfolípidos y neurofilamentos en neuritas, y una mayor complejidad dendrítica y 
densidad de la columna de las células piramidales de la capa V en el cerebro de rata [101], [107], 
[116]–[118], [108]–[115]. Células cultivadas con un inhibidor del CIII muestran una disminución 












































2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
 Hipótesis 
 La enfermedad de Alzheimer se trata de un proceso neurodegenerativo crónico y 
progresivo del que, a pesar de todas la teorías e hipótesis, la causa exacta aún resulta 
desconocida. Por el momento la aparición de la enfermedad se asocia a diversos factores, 
pero el factor de riesgo más importante es la edad, más aún cuando las sociedades 
occidentales están envejeciendo tan rápidamente. Desafortunadamente los fármacos 
disponibles por el momento solo sirven para retrasar la aparición de los síntomas o ralentizar 
levemente su progresión. El empleo de nuevas terapias es urgente en esta enfermedad que 
por el momento es incurable. El desarrollo de un tratamiento eficiente solo se logrará 
comprendiendo completamente la etiología de la enfermedad. La identificación de los 
grupos de riesgo también supondrá un gran avance para el correcto tratamiento.  
 Pese a que las neuronas son células completamente diferenciadas, sus requerimientos 
de pirimidinas, para mantener y reparar la extensa membrana plasmática que compone sus 
neuritas, hacen suponer que la ruta de síntesis de novo de nucleótidos de pirimidinas 
necesita estar activa en el cerebro humano adulto. Esta ruta está conectada con el sistema 
OXPHOS, a través de la enzima DHODH, y se ha visto que los pacientes con AD muestran 
daños mitocondriales antes que los demás síntomas. Por ello, nuestra hipótesis propone 
que un daño en el sistema OXPHOS conlleva a un daño en la ruta de síntesis de novo de 


















1. Confirmación de la presencia de la ruta de síntesis de novo de nucleótidos de pirimidinas 
en cerebro humano adulto. Para ello se determinará si el mRNA y la proteína DHODH se 
encuentran en cerebro adulto, si la enzima está activa y en que células en particular del 
tejido cerebral se localiza. 
2. Estudio de la funcionalidad de la ruta de síntesis de novo y la ruta de salvamento de 
nucleótidos de pirimidinas en pacientes con AD. Para ello, se compararán los niveles de 
expresión de los mensajeros de las enzimas DHODH, de la ruta de síntesis de novo, y UCK2, 
de la ruta de salvamento, en diferentes regiones cerebrales de pacientes con distintos 
grados de la enfermedad y con respecto a cerebros de individuos sanos. 
3. Caracterización de la conexión entre el sistema OXPHOS y la producción de pirimidinas 
en pacientes con AD. Para ello, se analizarán las diferencias en los valores de expresión del 
mensajero de una de las subunidades del complejo IV del sistema OXPHOS, estudiando 
como se modifican según el grado de enfermedad y como se correlacionan con los niveles 
de mRNA de los genes participantes en la obtención de nucleótidos de pirimidinas (DHODH 
y UCK2). 
4. Analizar la conexión entre el sistema OXPHOS y la síntesis de nucleótidos de pirimidinas 
en un modelo celular. Utilizando la línea celular de neuroblastoma SH-SY5Y como modelo, 
estudiaremos como se afecta la formación de neuronas por un deterioro en el sistema 
OXPHOS y, por tanto, en la ruta de biosíntesis de pirimidinas, y como se podría evitar este 



































3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
3.1. Estudio de la ruta de biosíntesis de novo de pirimidinas en cerebro 
humano adulto 
3.1.1. Expresión de mRNAs  
3.1.1.1. Revisión de bases de datos 
 Pese a las teorías de como suplen los tejidos no replicativos sus requerimientos de 
nucleótidos, son muchas las especies que expresan mRNA de DHODH en el tejido cerebral. En la 
base de datos Expression Atlas podemos encontrar numerosos estudios de RNA-Seq en cerebro, 
donde se observa la presencia de, no solo mRNA de DHODH, sino de las otras dos enzimas que 
completan la ruta, CAD Y UMPS. Estos mensajeros se pueden encontrar tanto en primates y 
otros mamíferos placentarios y marsupiales, como en aves y anfibios (Tabla 3.1). Al recopilar 
toda esta información, se observa como el número de transcritos por millón (TPM) entre los 
diferentes genes de la ruta de síntesis de novo no son muy diferentes. Lo mismo ocurre al 





 Especie CAD DHODH UMPS UCK2 
Mamíferos 
placentarios 
Chlorocebus sabaeus 4-32 1-10 6-24 5-18 
Macaca Mulatta 14-15 14-18 6 16-29 
Papio anubis 8-13 5-9 9-14 13-32 
Rattus norvegicus 4-11 4-6 22-34 11-26 
Mus musculus 6-27 6-10 11-30 13-71 
Equus caballus 6 7 53 26 
Bos taurus 8-9 - 6 42 
Ovis aries 1 4 4 7 
Mamíferos 
marsupiales 
Monodelphis domestica 23 32 39 22 
Aves Gallus gallus 8-9 6-10 8-12 62-79 
Anfibios Xenopus tropicalis 33 25 18 12 
Tabla 3.1. Niveles de mRNA para las enzimas de la ruta de síntesis de novo (CAD, DHODH y UMPS) y de salvamento 
(UCK2) de pirimidinas en cerebro de diferentes especies. Los números indican los transcritos del gen en particular por 




 Mediante una segunda técnica, hibridación in situ, se detectó la presencia de mRNA para 
la enzima DHODH en hipocampo, corteza cerebral y neocortex de rata adulta (Gerlach et al. 
2011). En este estudio, además de abordar la segunda enzima de la síntesis de novo de 
pirimidinas, también se estudió CAD y UMPS [119].   
 La presencia de mRNAs de CAD, DHODH y UMPS en cerebro de especies tan diferentes 
como mamíferos y anfibios, sugiere que también debería estar presente en otros animales como 
los humanos. En la base de datos The Human Protein Atlas se muestra que en la corteza cerebral 
hay expresión de las tres enzimas: CAD, 5,7 TPM; DHODH, 10,6 TPM; UMPS, 2,4 TPM. 
  Los valores mostrados en The Human Protein Atlas no van respaldados con un acceso al 
estudio en el que se obtuvieron, por lo que se desconoce la edad o el cuadro clínico de los 
individuos. Sin embargo, en la base de datos de Expression Atlas sí que se puede acceder al 
estudio del que provienen los datos. De este modo se realizó una revisión de los datos sobre la 
presencia de mRNA en diferentes regiones de cerebro humano adulto, observándose que los 
datos de diferentes estudios, genes o regiones cerebrales muestran niveles de mRNA 




















Region Cerebral CAD DHODH UMPS UCK2 GAPDH Sexo-Edad Estudio 
Amigdala 1 6 11   F60, F76 68 Fantom 
Cerebro 1 4 7   M18 68 Fantom 
Meninges 1 2 8   F82 68 Fantom 
Núcleo caudado 3 3 13   F60, F76 68 Fantom 
Cerebelo - 1 11   F60, F76 68 Fantom 
Diencéfalo 0.7 4 12   M26(29) 68 Fantom 
Tálamo dorsal 1 4 11   F60, F76 68 Fantom 
Dura madre 2 4 13   F59 68 Fantom 
Globus pallidus 2 5 11   F60, F76 68 Fantom 
Formación hipocampal 2 4 10   F60, F76 68 Fantom 
Locus cerúleo 1 4 9   F60, F76 68 Fantom 
Medula oblongada 0.9 5 10   F60, F76 68 Fantom 
Giro frontal medio 1 3 7   F60, F76 68 Fantom 
Giro temporal medio 2 3 11   F60, F76 68 Fantom 
Cortex occipital 2 4 10   F60, F76 68 Fantom 
Lóbulo occipital 3 3 8   M27 68 Fantom 
Aparato olfatorio 1 3 8   F87 68 Fantom 
Lóbulo parietal 0.9 3 9   F60, F76 68 Fantom 
Glándula pineal 1 3 11   F60, F76 68 Fantom 
Glándula pituitaria 0.9 3 14   F60, F76 68 Fantom 
Putamen 3 4 12   F60 68 Fantom 
Médula espinal 3 3 13   F60, F76 68 Fantom 
















Cerebelo 20 5 7 23 1484 F, M Kaessmann 
Lóbulo frontal 17 5 5 15 2332 F, M Kaessmann 
Cortex prefrontal 10 3 5 16 1891 M Kaessmann 
Lóbulo temporal 20 4 4 12 2975 M Kaessmann 
Tabla 3.2. Número de transcritos por millón (TPM) en diferentes regiones de cerebro humano adulto de cuatro 
estudios diferentes. F: individuos de sexo femenino; M: individuos con sexo masculino. La edad viene dada en años. 
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3.1.1.2. Análisis de los niveles de mRNA mediante RT-qPCR 
 Para cuantificar el nivel de mRNA de DHODH en cerebro humano adulto se utilizó una 
tercera técnica, RT-qPCR.  Con el objetivo de comparar las dos rutas de la síntesis de nucleótidos 
de pirimidina, además del mRNA para la enzima DHODH, se estudió el de la enzima UCK2. En 
primer lugar, se puso a punto la técnica y se verificó la expresión de mRNA de DHODH y UCK2 
en cerebro humano. Con el fin de obtener un valor absoluto en número de copias, se creó un 
plásmido para los genes DHODH y UCK2.  Una vez sintetizados los plásmidos y puesto a punto 







   
 
 Los resultados obtenidos confirman la presencia de mRNA de DHODH en el cerebro de 
humano adulto. Para determinar los valores normales en la población control extendimos el 







Curva estándar Muestras 
CT N° de copias Individuo CT N° de copias 
23,58 ± 0,19 (2) 40.000 B201 27,69 ± 0,40 (3) 1.925 ± 592 (3) 
26,97 ± 2,47 (2) 4.000 B202 28,31 ± 0,03 (3) 1.164 ± 32 (3) 
29,43 ± 0,04 (2) 400 B203 28,47 ± 0,15 (3) 1.032 ± 120 (3) 
UCK2 B 
Curva estándar Muestras 
CT N° de copias Individuo CT N° de copias 
20,70 ± 0,03 (2) 540.000 B201 25,67 ± 0,62 (3) 17818 ±7645 (3) 
24,19 ± 2,51 (2) 54.000 B202 25,99 ± 0,03 (3) 13523 ±276 (3) 
27,43 ± 0,05 (2) 5.400 B203 25,94 ± 0,01 (3) 14050 ± 111 (3) 
Tabla 3.3. Niveles de mRNA de DHODH y UCK2 en corteza entorrinal de individuos sanos. Se muestran las medias ± 
su desviación estándar de los valores absolutos, en número de copias, que le corresponde al ciclo de amplificación 
(CT) para DHODH (A) y UCK2 (B). Los números de copias están normalizados por 10 ng de RNA. Individuos: B201: 
mujer, 83 años, PM de 5 h; B202: mujer, 47 años, PM: 9 h; B203: mujer, 48 años, PM: 14 h 30 min. 
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 Por cada 10 ng de RNA se obtuvieron 1000 copias de mRNA de DHODH (Figura 3.1), mientras 
que para UCK2, fueron 15000 copias (Figura 3.2).   
 
 
Figura 3.1. Niveles de mRNA de DHODH en el giro dentado de individuos sanos. A: Curva estándar; B: Tabla mostrando 
las medias ± su desviación estándar de los valores de CT y número de copias de los puntos de la curva estándar; C:  
Tabla mostrando las medias ± su desviación estándar de los valores de CT y número de copias de las muestras. 
Figura 3.2. Niveles de mRNA de UCK2 en el giro dentado de individuos sanos. A: Curva estándar; B: Tabla mostrando 
las medias ± su desviación estándar de los valores de CT y número de copias de los puntos de la curva estándar; C:  
Tabla mostrando las medias ± su desviación estándar de los valores de CT y número de copias de las muestras. 
Curva estándar
CT N° de copias
23,63 ± 0,24 (2) 40.000
27,67 ± 0,05 (2) 4.000
31,27 ± 0,48 (2) 400
33,73 ± 3,21 (2) 40
Muestras
N° de paciente CT N° de copias
B004 28,96 ± 0,03 (3) 1.421 ± 34 (3)
B005 29,33 ± 0,12 (3) 1.108  ± 90 (3)
B006 28,63 ± 0,02 (3) 1.781 ± 28 (3)
B007 28,71 ± 0,02 (3) 1.688 ± 24 (3)
B008 29,56 ± 0,11 (3) 945 ± 71 (3)
B010 29,06 ± 0,05 (3) 1.333  ± 51 (3)
B011 28,91 ± 0,05 (3) 1.469 ± 54 (3)
B012 29,63 ± 0,09 (3) 903 ± 54 (3)





CT N° de copias
21,89 ± 0,07 (2) 540.000
25,42 ± 0,03 (2) 54.000
29,12 ± 0,26 (2) 5.400
32,56 ± 2,44 (2) 540
Muestras
N° de paciente CT N° de copias
B004 27,57 ± 0,09 (3) 13.828 ± 864 (3)
B005 27,49 ± 0,07 (3) 14.539 ± 626 (3)
B006 27,35 ± 0,05 (3) 15.856 ± 506 (3)
B007 26,97 ± 0,05 (3) 20.254 ± 684 (3)
B008 28,34 ± 0,08 (3) 8.388 ± 443 (3)
B010 27,95 ± 0,02 (3) 10.809 ± 134 (3)
B011 27,55 ± 0,04 (3) 13.950 ± 384 (3)
B012 28,06 ± 0,15 (3) 10.070 ± 991 (3)






 Al comparar los valores de mRNA de los dos genes, se observa que los niveles de mRNA 
de UCK2 son mayores en una proporción de aproximadamente 1:10 para DHODH frente a UCK2. 
Sin embargo, en estos análisis se cargó, por un lado, el plásmido construido para la curva 
estándar que solo posee el gen analizado, siendo una muestra sencilla; mientras que, por otro 
lado, las muestras complejas cuentan con todos los mRNA obtenidos de la extracción directa del 
tejido. Por tanto, podría ocurrir que el número de copias estuviera infravalorado. Por ello, se 
puso a punto un protocolo en el que fuera posible analizar en el mismo pocillo los mRNA de los 
tres genes, DHODH y UCK2, más el gen para normalizar, que codifica la gliceraldehído-3-fosfato 
deshidrogenasa (GAPDH), enzima implicada en la glucólisis. Se sintetizó para ello, un plásmido 
con GAPDH y se realizó una curva estándar. Además, los resultados anteriores se centraban en 
tan solo una región cerebral (giro dentado del hipocampo), por lo que también se amplió el 
análisis a tres zonas más: región CA1 del hipocampo (CA1), locus cerúleo (LC) y corteza entorrinal 
(CE) (Tabla 3.4).  
  
 Los cocientes de mRNA de DHODH frente al mRNA de GAPDH muestran unos valores 
muy similares a los descritos en la base de datos Expression Atlas, de entre 1,34 y 3,37 transcritos 
de DHODH por 1000 de GAPDH.  
 Los niveles de mRNA de DHODH y UCK2 presentaron una proporción de entre 1:5 y 1:10. 
Dependiendo de la región cerebral, los niveles de mRNA de DHODH son entre 4,3 y 9,7 veces 
más bajos que los niveles de UCK2, valores comparables con los mostrados en Expression Atlas 
(3,0 – 5,3). Estos resultados se obtuvieron en más de 40 muestras provenientes de tejido 




Tabla 3.4. Niveles de mRNA de DHODH y UCK2 normalizados por GAPDH y el cociente DHODH/UCK2 en diferentes 
regiones cerebrales. Se muestran las medias ± su desviación estándar de los individuos sanos de cuatro regiones 
cerebrales. Los valores de DHODH y UCK2 normalizados con GAPDH indican los transcritos del gen particular por mil 
transcritos del gen normalizador. 
mRNA Región CA1 Corteza entorrinal Giro dentado Locus cerúleo
DHODH/GAPDH (x103) 6,61 ± 1,55 5,48 ± 1,57 5,07 ± 1,60 12,20 ± 5,96
UCK2/GAPDH (x103) 28,70 ± 4,87 33,62 ± 4,55 49,30 ± 11,96 71,83 ± 12,24
DHODH/UCK2 (x103) 0,29 ± 0,04 0,32 ± 0,05 0,10 ± 0,02 0,22 ± 0,12
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 Al comprar regiones cerebrales, se puede observar como los niveles de DHODH y 
UCK2 son significativamente más altos en las muestras del locus cerúleo que en el resto de 
regiones (Figura 3.3).  
  Asimismo, se puede observar como el área del locus cerúleo también posee un 
cociente de expresión de mRNA de DHODH/UCK2 significativamente más elevado que giro 










Figura 3.3. Representación mediante diagrama de puntos del número de copias de mRNA de DHODH y UCK2 
normalizado por GAPDH en diferentes regiones cerebrales de individuos sanos. CA1: región CA1; CE: corteza 
entorrinal; GD: giro dentado; LC: locus cerúleo. Los valores representan el gen en particular por mil copias del gen 
normalizador. El diagrama muestra los valores de cada una de las muestras, su media y la desviación estándar. Las 
rayas rojas indican una significancia marcada por la prueba post hoc Dunn con un p < 0,0083. 
Figura 3.4. Representación mediante diagrama de puntos del cociente de los niveles de expresión de DHODH y UCK2 
en los individuos adultos sanos de las 4 regiones cerebrales. CA1: región CA1; CE: corteza entorrinal; GD: giro dentado; 
LC: locus cerúleo. El diagrama muestra los valores de cada una de las muestras, su media y la desviación estándar. Las 
rayas rojas indican una significancia marcada por la prueba post hoc Dunn con un p < 0,0083. 

















Test Kruskal-Wallis p < 0,0001 Test Kruskal-Wallis p < 0,0001

































 Una vez confirmada la trascripción del gen DHODH en cerebro humano adulto, quisimos 
ver si era posible la identificación de la proteína DHODH. 
 Estudios en enriquecido mitocondrial de cerebro ya revelaron la presencia de la proteína 
en este tejido en rata [120]. El Western blot, con un anticuerpo propio, mostró la presencia de 
DHODH en diferentes regiones de cerebro: cerebelo, tronco del encéfalo, hipocampo, corteza 
cerebral, estriado y médula espinal. En todas ellas, aunque con diferentes niveles de intensidad, 
se pudo apreciar la aparición de una banda a la altura adecuada. 
3.1.2.1. Proteína CAD en cerebro 
 Para confirmar la presencia de las enzimas de la ruta de síntesis de novo de pirimidinas 
en cerebro humano adulto, en primer lugar, se realizó un Western blot de CAD. Se obtuvo una 
única banda con un peso de alrededor de 250 kDa, correspondiente con el tamaño de la enzima, 






3.1.2.2. Proteína DHODH en cerebro 
 En el caso de la enzima DHODH, en primer lugar se utilizó un anticuerpo anti-DHODH 
policlonal. Y aunque al revelar las muestras, se vieron numerosas bandas, una de ellas se 
correspondía con el peso de la proteína (43 kDa) y, además, se encontraba a la misma altura que 
la banda de la enzima comercial. Enzima recombinante humana sintetizada por una casa 
comercial cuya secuencia contiene desde el aminoácido 31 hasta completar la proteína con el 
aminoácido 395, por lo que el peso se correspondió con el mismo esperado para las muestras 
(42 kDa) (Figura 3.5). 
Figura 3.5. Imágenes representativas de las membranas obtenidas de Westen blot de CAD (anticuerpo monoclonal) 
y DHODH (anticuerpo policlonal) en cerebro humano. M: marcador de pesos moleculares. CAD: Muestra de cerebro 
control, 40 y 80 µg de proteína cargada. DHODH: Muestra de cerebro control 180 µg de proteína cargada; Enzima 
recombinante comercial, 250 ng de proteína cargada. La flecha roja señala la banda cuyo peso se corresponde con el 
de la enzima DHODH.  
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 Iguales resultados se observaron al realizar el Westen blot en diferentes regiones de 
tejido cerebral humano: hipocampo, corteza entorrinal y putamen. Y aunque igualmente se 







 Al trabajar con un anticuerpo anti-DHODH monoclonal, aunque el revelado fue más 
limpio, también se obtuvo más de una banda. Pero de nuevo, una de ellas, además de tener el 










Figura 3.7. Imágenes representativas obtenidas de las membranas de Western blot de DHODH (anticuerpo 
monoclonal). M: marcador de pesos moleculares. A: WB en cerebro humano (40 y 80 µg de proteínas cargadas) y 
enzima DHODH recombinante comercial (250 ng de proteína cargada). B: WB de sobrenadante y pellet (S y P) de 
sonicado bacteriano, control negativo (control -) y clon que expresa el fragmento de 28 aminoácidos (32-141) de la 
enzima DHODH.  
Figura 3.6. Imagen representativa de la membrana obtenida de un Western blot de DHODH (anticuerpo policlonal) 
en cerebro humano adulto. M: marcador de pesos moleculares. Se cargaron 100 µg de proteína de hipocampo y 180 
µg de proteína de corteza entorrinal y putamen. La flecha roja señala las bandas cuyo peso se corresponde con el de 
la enzima DHODH. 
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 Asimismo, se sintetizó en nuestro laboratorio la región específica que la casa comercial 
utilizó para generar el anticuerpo monoclonal. Para ello se clonó la región de la proteína 
comprendida entre los aminoácidos 32 y 141. Al realizar el Western blot se confirmó que el 
anticuerpo reconoce el fragmento de la DHODH, ya que se obtuvo una banda del peso 
correspondiente a la región clonada (Figura 3.7.B).  
 Complementariamente se analizaron las bandas obtenidas en el Western blot de 
DHODH de cerebro en la Unidad de Proteómica de la Universidad Complutense de Madrid. Se 
enviaron las bandas recortadas de los geles de una muestra de corteza entorrinal de cerebro 
humano adulto y de la línea celular SH-SY5Y sin diferenciar, ya que se trata de una línea tumoral 









 En primer lugar, realizaron la huella peptídica, pero en ella no se identificó la enzima 
DHODH, tanto en la línea celular SH-SY5Y como en cerebro. Por ello, mediante nano-
cromatografía líquida se realizó el análisis de proteómica dirigida (PRM) en ambas muestras. 
Para la identificación se analizaron, al menos, cinco fragmentos peptídicos de la proteína DHODH 







Figura 3.8. Imagen representativa de la membrana obtenida de un Western blot de DHODH (anticuerpo policlonal) 
en la línea celular SH-SY5Y y cerebro humano adulto. M: marcador de pesos moleculares. Se cargaron 70 µg de 
proteína de la línea celular SH-SY5Y y 250 µg de proteína de cerebro (corteza entorrinal). La flecha roja señala la banda 
cuyo peso se corresponde con el de la enzima DHODH y que, junto a la banda de la muestra de la línea celular SH-







 En este caso, en la muestra procedente de la línea celular de neuroblastoma SH-SY5Y 
sin diferenciar se identificaron claramente 3 de los péptidos de la proteína con sus 
correspondientes espectros de fragmentación (Anexo I).  Sin embargo, en el tejido cerebral 
humano no se pudo confirmar la presencia de la proteína. Al comparar los perfiles 
cromatográficos de los péptidos identificados con los de la línea celular SH-SY5Y, se vio que no 








Figura 3.10. Representación de los perfiles cromatográficos del análisis de proteómica dirigida de cerebro y la línea 
celular SH-SY5Y. Comparación de 1 de los 3 péptidos identificados en la línea de neuroblastoma SH-SY5Y (FTSLGLLPR) 
de la proteína DHODH con los perfiles cromatográficos del tejido cerebral humano (CH). 




 Para purificar más la proteína de interés se hizo una separación electroforética 
bidimensional con la muestra de cerebro humano (Figura 3.11).  
 
 Tras realizar esta técnica se reveló la membrana y se escogieron varios de los puntos 
fluorescentes para la huella peptídica. El resultado obtenido, como ya había ocurrido tanto con 
la línea de neuroblastoma SH-SY5Y, como con la muestra de cerebro previa, no mostró la 
proteína de interés. A continuación, se realizó el análisis por proteómica dirigida, para ello se 
escogió el punto que mejor encajaba con el peso molecular de la proteína, y que además resultó 
ser el punto con mayor intensidad de fluorescencia al revelar la membrana.  
 Cromatográficamente se encontraron evidencias de la presencia de la proteína en la 
muestra de cerebro humano, pero estos resultados no superaron los parámetros de calidad 
necesarios para poder confirmar la presencia de la proteína en la muestra, quizá debido a la baja 
























Figura 3.11. Gel y membrana obtenidos al realizar la separación electroforética bidimensional de DHODH en corteza 
entorrinal. A: Gel teñido con Azul de Comassie. B: Membrana PVDF revelada con el anticuerpo anti-DHODH policlonal. 





 Para realizar una estimación de la cantidad de proteína, se realizaron varios Western 
blot con diferentes cantidades de la enzima recombinante DHODH hasta que la intensidad de la 
muestra de cerebro quedó dentro de las intensidades de dos concentraciones de la enzima 
comercial. Según el resultado obtenido, por cada 180 µg de tejido cerebral cargado, se mostró 
una intensidad de fluorescencia intermedia entre los valores correspondientes a las 
concentraciones de 0,4 ng y 4 ng de enzima comercial. Por lo que podría decirse que por cada 







3.1.3. Actividad  
3.1.3.1. Revisión bibliográfica 
Aunque la ruta de síntesis de novo de pirimidinas no ha sido tan estudiada como la de 
las purinas, encontramos algún estudio, relativamente reciente, donde se mide la actividad de 
la enzima DHODH mediante espectofotometría en células u homogenado de tejidos (cerebro no 
incluido) [64]. Pero al intentar adaptar estos protocolos a tejido cerebral no obtuvimos un buen 
resultado. Pese a ello, existen numerosos estudios que evidencian la presencia de la ruta de 
síntesis de novo en cerebro, demostrando la actividad de cada una de las enzimas que componen 
los diferentes pasos de la ruta. En los años 70, varios estudios acerca de la actividad de esta ruta 
fueron publicados. La mayoría de estos trabajos utilizaron sustratos de las diferentes enzimas, 
marcados radiactivamente, para ver la incorporación de esa radiactividad en los sucesivos 
productos de la ruta. Aunque la mayor parte de estos trabajos se realizaron en diferentes 
especies de roedores. 
 
Figura 3.12. Imagen representativa de la membrana obtenida de un Western blot para la cuantificación de la enzima 
DHODH por microgramo de proteína de cerebro. M: marcador de pesos moleculares. Se cargaron 0,4 y 4 ng de 












Algunos estudios se centraron en la evolución de las actividades de las distintas enzimas 
de la ruta a lo largo de la gestación y los primeros días de vida en ratas. En ellos se mostró como 
la actividad de la enzima multifuncional CAD poseía un pico máximo de actividad en los días 
posteriores al nacimiento [123]–[125]. Esto podría deberse a que el cerebelo en rata no 
completa su total desarrollo hasta la semana 3 [126]. El tejido nervioso, al igual que el resto de 
los tejidos en desarrollo que conforman un individuo, necesitaría un gran aporte de pirimidinas, 
moléculas necesarias tanto para la síntesis de DNA y RNA como para la formación de 
fosfolípidos, glucolípidos o glicoproteínas. Y por lo tanto un gran rendimiento de la ruta de novo.  
Estudios en los que se inyectó intracranealmente alguno de los sustratos de la ruta 
marcados de forma radiactiva, revelaron tras el sacrificio, altos niveles de nucleótidos de 
pirimidina radiactivas en cerebro de rata, ratón y gato adulto [127]–[132]. Esto podría deberse 
a que los sustratos atraviesan la barrera hematoencefálica hacia otros tejidos, en donde se 
incorporan a la ruta, y posteriormente vuelven en forma de pirimidina al cerebro. Pero los 
tiempos de sacrificio tras la administración son muy bajos, entre 20 y 40 minutos, lo que sugiere 
que la ruta de síntesis de novo se encuentra en el cerebro [128], [130], [131].  
Además, la administración intracraneal del inhibidor de UMPS, el ribonucleico de 
Azauridina, forma incapaz de atravesar la barrera hematoencefálica, se ha visto que inhibe la 
actividad de la ruta en el cerebro [129]. Igualmente, también in vivo, la administración 
intracraneal de PALA, inhibidor de CAD, provoca una inhibición de la síntesis de novo, mientras 
que una administración sistémica estaría provocando daños al privar al cerebro del material 
necesario para la ruta de salvamento [132]. 
Del mismo modo, se realizaron estudios in vitro sobre la actividad de la ruta en secciones 
u homogenado de tejido. Los resultados positivos implican que la actividad medida pertenece 
tan solo a la generada en el cerebro. En estos casos, también se midió como la adición de alguno 
de los sustratos de la ruta, marcados radiactivamente, acaban produciendo nucleótidos de 
pirimidina marcados en cerebro de ratón y rata [123], [133]–[135]. Además, cuando se emplean, 
en cerebro de rata, inhibidores de las enzimas DHODH y UMPS, como Azauridina o barbitúricos, 







3.1.3.2. Consumo de Oxígeno 
Debido a su localización y función, la enzima DHODH tiene un importante papel en la 
respiración celular. Se encuentra en la membrana interior de la mitocondria y su función implica 
la oxidación, mediada por ubiquinona, de dihidroorotato a orotato. Por lo que una forma de 
determinar su actividad podría ser midiendo el consumo de oxígeno tras la adición de su 
sustrato, el dihidrorotato (DHO).  
Por ello, se puso a punto un protocolo con el oxígrafo, para observar si el tejido cerebral, 
en presencia de DHO, provocaba un aumento en el consumo de oxígeno. Durante este apartado 
se trabajó solo con tejido cerebral de ratón, ya que la obtención de tejido cerebral humano en 
estas condiciones resultó imposible.  
En primer lugar se confirmó si el proceso de preparación de las muestras era correcto. 
Para ello se realizó una medición previa en el oxígrafo y se observó, tras la adición de succinato, 
que se habían abierto poros en las membranas celulares y, con la adición de citocromo c, que 
las mitocondrias se encontraban intactas [136] (Figura 3.13).  
Una vez puesto a punto la extracción y procesado de las muestras, se diseñó un 
protocolo para la medición del consumo de oxígeno en cerebro en presencia de DHO, ya que en 
la bibliografía no se encontró ninguno. Para ello se midió el consumo de oxígeno de 
homogenado de cerebro de ratón en ausencia y presencia de DHO (10 mM). Las muestras a las 
que se les añadió el sustrato presentaban unos valores significativamente más altos de consumo 
de O2 que las de los controles (Figura 3.14). Además, la administración del inhibidor leflunomida 
2 mM disminuyó el consumo de oxígeno, mostrando la relación de la enzima DHODH y la síntesis 
de novo de nucleótidos de pirimidinas con el sistema OXPHOS. 
Figura 3.13. Gráfica representativa del consumo de O2 de cerebro de ratón en condiciones normales, en presencia de 
15 µM de citocromo c y con 100 µM de succinato. 
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3.1.3.3. Histoquímica de DHODH 
En lo referente a la actividad de la enzima DHODH, encontramos tan solo dos estudios 
que se centran en ella. Ambos trabajan in vitro con homogenado de cerebro de rata. En el 
primero se midió como el marcaje radiactivo pasaba desde el ácido dihidrorotico hasta los 
correspondientes nucleótidos de pirimidina [134], mientras que el segundo lo hizo mediante 
espectrofotometría, midiendo la formación de ácido orótico [137]. 
Ya que el estudio con homogenado de cerebro no fue efectivo en nuestro caso, 
realizamos una histoquímica para comprobar así que la DHODH estaba activa en cerebro. Debido 
a que, para la histoquímica, el tejido debe estar congelado de forma adecuado, no contábamos 
con este tipo de preparación en tejido humano y lo realizamos en ratón.  
Tras comprobar mediante hematoxilina-eosina que el tejido cerebral, de una hembra 
adulta, se encontraba en buen estado, se realizó la tinción. Con la histoquímica se observó cómo, 
al añadir el sustrato de la enzima, se revelaba un marcaje a lo largo de toda la sección. El marcaje 
no fue homogéneo a lo largo de todo el tejido, viéndose zonas más intensas que otras (Figura 
3.15).  
Figura 3.14. Representación del consumo de O2 de tejido cerebral de ratón. A: Gráfica del oxígrafo de la muestra de 
cerebro en ausencia y presencia de DHO y la posterior administración de leflunomida (LEF). B: Gráfica comparativa 




















































Además, cuando se añadió uno de los inhibidores específicos de la enzima, brequinar 
(20 µM), no hubo marcaje. Confirmándose así que la coloración obtenida provenía 
específicamente de la actividad de la DHODH (Figura 3.15). 
Por consiguiente, con estos resultados podríamos decir que la enzima DHODH está 










Figura 3.15. Imágenes representativas de la histoquímica de DHODH en secciones cerebrales de ratón. Secciones de 








3.1.4. Localización  
 Los resultados anteriores nos confirman, por tanto, la presencia de la ruta de novo de 
pirimidinas en cerebro adulto humano. Sin embargo, ninguno de ellos nos indica en que células 
del cerebro se está expresando la ruta. 
 Previos estudios muestran, mediante inmunofluorescencia, que CAD se localiza en los 
astrocitos, pero éste está realizado en cerebro de ratón joven y según avanza la edad de los 
individuos, la señal se va perdiendo [138]. Sin embargo, la inmunohistoquímica de DHODH en 
cerebro de rata adulto reveló una localización neuronal [120]. Tanto en regiones de hipocampo, 
corteza frontal, estriado y substancia negra se puede observar como la tinción se encuentra en 
los cuerpos neuronales y está ausente en astrocitos. Al centrarnos en humanos, la base de datos 
The Human Protein Atlas, apunta la presencia, tanto de CAD como DHODH, en diferentes 
regiones de cerebro. La expresión que se muestra en corteza cerebral, hipocampo y núcleo 
caudado se centra tan solo en neuronas, y no es detectada en las células de la glía. 
 Para corroborar estos datos, se realizó la inmunohistoquímica de CAD en cerebro 
humano adulto. Una vez confirmado que la técnica funcionaba en tejido parafinado (Figura 






Figura 3.16. Imagen representativa de la inmunohistoquímica de CAD en cerebro humano. A: Control negativo (20x). 







 Cuando realizamos este mismo proceso para la proteína DHODH, se comprobó de nuevo 
que la tinción funcionaba correctamente en el tejido (Figura 3.18), y que esta se revelaba en las 
mismas regiones de cerebro estudiadas para CAD (Figura 3.19).  
    
 
Figura 3.17. Imágenes representativas de la Inmunohistoquímica de CAD en diferentes regiones de cerebro humano 
adulto. A: Corteza frontal (20x); B: Giro dentado (GD) (2x); C: Capa granular del GD (20x); D: Capa polimorfa del GD 
(20x); E: Estriado (10x); F: Mesencéfalo (100x). 
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 Al observar detenidamente las tinciones podemos decir que ambas enzimas dan un 
marcaje positivo en todas las regiones estudiadas (giro dentado, estriado, protuberancia, 
amígdala, cerebelo, corteza frontal y mesencéfalo). Este marcaje está localizado en los cuerpos 
neuronales, siendo más intenso en regiones donde hay mayor densidad de neuronas, como ya 
señalaba Schaefer et al. 2010 anteriormente, y menos intenso en las regiones de sustancia 
blanca con baja proporción de neuronas. Además, las imágenes sugieren que no hay tinción en 
las células de la glía. Se aprecia como los núcleos de los astrocitos tienen a su alrededor el 
citoplasma no teñido. 
 Dentro de las neuronas, el marcaje de CAD y DHODH, se encuentra tanto en el cuerpo 
de la neurona, pericarion, como a lo largo de sus dendritas. La tinción se localiza por todo el 
citoplasma, aunque en alguna región del cerebro tiende a polarizarse en áreas de las que parte 
una de sus dendritas principales. 
 Si se comparan ambas inmunohistoquímicas se observa que siguen el mismo patrón de 
marcaje. Esto podría deberse a que, para una mayor eficacia de la ruta, las enzimas tienden a 
situarse muy próximas en el interior celular. Mediante microscopia electrónica (inmuno-oro) se 
ha visto cómo, tanto CAD como UMPS, están agrupadas alrededor de las mitocondrias en 
espermatozoides de mamíferos [139]. En el citosol, CAD y UMPS, se localizan alrededor de la 
mitocondria, además CAD está asociada al citoesqueleto, al cual están ancladas las mitocondrias 
[60]. Esta localización espacial permite una captura de dihidroorotato más eficiente por parte 
de la DHODH, previniendo el acúmulo de carbamoil aspartato en la célula. Acúmulo producido 
ya que, en condiciones fisiológicas, es la síntesis de carbamoil aspartato a partir de DHO la que 
está favorecida [60]. 
Figura 3.18. Imagen representativa de la inmunohistoquímica de DHODH en cerebro humano. A: Control negativo 











 Recopilando todos los datos, podríamos decir que la enzima DHODH está presente y 




Figura 3.19. Imágenes representativas de la inmunohistoquímica de DHODH de diferentes regiones de cerebro 
humano adulto. A: Corteza frontal (20x); B: Giro dentado (GD) (2x); C: Capa granular del GD (20x); D: Capa polimorfa 













3.2. Alteraciones en la síntesis de nucleótidos de pirimidina en 
pacientes con la enfermedad de Alzheimer 
3.2.1. Variables preclínicas 
 Para el estudio de los niveles de expresión de los mRNA de los genes relacionados con 
la síntesis y recuperación de los nucleótidos de pirimidina, se estudiaron diferentes regiones 
cerebrales de pacientes con diferentes grados de Alzheimer. 
 Se trabajó con más de 100 muestras pertenecientes a pacientes clasificados dentro de 
uno de los 6 grados de AD según Braak & Braak y un grupo de individuos control. Las regiones 
cerebrales fueron el giro dentado (GD) y la región CA1 (CA1) del hipocampo, la corteza entorrinal 
(CE) y el locus cerúleo (LC). De estas muestras se conocía, además de los datos histopatológicos 
que permiten catalogarlos dentro de un grado de AD, los datos clínicos, su edad, sexo y tiempo 
post-mortem (PM).  
 Al analizar más detenidamente las muestras, se estudió como estas se distribuían dentro 
de cada región y cada grado de la enfermedad. Dentro de cada grado, había individuos de ambos 
sexos distribuidos de forma uniforme. Y en ninguna de las regiones predominaba 
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Figura 3.20 Representación mediante diagrama de sectores de la proporción de mujeres y hombres en las diferentes 
regiones en cada uno de los grados de la enfermedad.  CA1: región CA1; CE: corteza entorrinal; GD: giro dentado; LC: 
locus cerúleo. Grados de AD: AD I/II: grado I y II; AD III/IV: grado III y IV; AD V/VI: grado V y VI. 
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 Para descartar que los resultados obtenidos provinieran de modificaciones sufridas 
posteriormente por las muestras, y no de su propia condición, se analizó si el tiempo post-
mortem transcurrido entre que el individuo fallece y se recogen las muestras, poseía una 
relación significativa con el grado de enfermedad. No hubo asociación significativa entre el 
retardo post-morten y el grado de AD, a excepción del grado AD III/IV de la región CA1 que 






Figura 3.21. Representación mediante diagrama de cajas del tiempo de retardo post-mortem (RPM) en las diferentes 
regiones cerebrales en cada uno de los grados de la enfermedad. CA1: región CA1; CE: corteza entorrinal; GD: giro 
dentado; LC: locus cerúleo. Grados de AD: AD I/II: grado I y II; AD III/IV: grado III y IV; AD V/VI: grado V y VI. El diagrama 
muestra los valores mínimo y máximo, los cuartiles Q1 (25%), Q2 o mediana y Q3 (75%). Las rayas negras indican p < 
0,05 y las rojas representan un p-valor marcado por las pruebas post hoc para cada caso. Región CA1: Test Kruskal-
Wallis: p < 0,0032; prueba post hoc Dunn: p < 0,0082. 
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 Por último, se analizó si existía alguna asociación entre las edades de los individuos y el 
grado de AD. Como es esperable, el grado de enfermedad está asociado con la edad de los 
individuos. La edad es uno de los factores de riesgo más importante para el AD. A medida que 
se envejece también aumentan las posibilidades de padecer la enfermedad. Además, en los 
individuos más mayores, el recorrido de la enfermedad suele ser mayor, de ahí que muestren 
las características histopatológicas que los encuadran en grados más altos. En nuestro estudio, 
los controles sanos son individuos adultos más jóvenes que los enfermos, esto se debe a que 
resulta bastante difícil encontrar una persona con la misma edad que los enfermos que no 
muestre ninguna de las características histopatológicas propias de la enfermedad. Por lo que 
para poder comparar con controles completamente sanos se escogen individuos algo más 
jóvenes. 
 Los pacientes con AD son significativamente mayores que los controles en todas las 
regiones. Y los pacientes con los grados más avanzados (AD V/VI) son significativamente más 
mayores que los primeros grados (AD I/II) en algunas regiones (CA1, GD y LC). (Figura 3.22).  
Figura 3.22. Representación mediante diagrama de cajas de la edad en las diferentes regiones cerebrales en cada uno 
de los grados de la enfermedad. CA1: región CA1; CE: corteza entorrinal; GD: giro dentado; LC: locus cerúleo. Grados 
de AD: AD I/II: grado I y II; AD III/IV: grado III y IV; AD V/VI: grado V y VI. El diagrama muestra los valores mínimo y 
máximo, los cuartiles Q1 (25%), Q2 o mediana y Q3 (75%). Las rayas rojas indican una significancia de acuerdo con el 
p-valor marcado por las pruebas post hoc para cada caso. 
CA1 CE
GD LC
Test ANOVA p < 0,0001 Test Kruskal-Wallis p < 0,0001
Test ANOVA p < 0,0001Test ANOVA p < 0,0001






























































3.2.2. Niveles de mRNA de DHODH 
 Cuando nos centramos en los niveles de mRNA de DHODH, normalizados por los niveles 
de mRNA de GAPDH, se observa que no hay variaciones entre grados de AD en ninguna de las 
regiones (Figura 3.23). Ya que los grados de AD tienen una relación significativa con las edades 
de los individuos, se estudió si había también una correlación entre las edades de los individuos 
y sus niveles de mRNA para DHODH en las diferentes regiones cerebrales, pero no existe. 
También se descartó una asociación entre estos valores de mRNA y el sexo de los individuos o 





Figura 3.23. Representación mediante diagrama de puntos de los niveles de mRNA de DHODH, normalizado para los 
niveles de mRNA de GAPDH, en las diferentes regiones cerebrales en cada uno de los grados de la enfermedad. CA1: 
región CA1; CE: corteza entorrinal; GD: giro dentado; LC: locus cerúleo. Grados de AD: AD I/II: grado I y II; AD III/IV: 
grado III y IV; AD V/VI: grado V y VI. El diagrama muestra los valores de cada una de las muestras, su media y la 
desviación estándar. 
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3.2.3. Niveles de mRNA de UCK2 
 Por otro lado, los niveles de mRNA de UCK2 sí que muestran una asociación con el 
grado de la enfermedad (Figura 3.24). El patrón de evolución señala que los niveles de mRNA de 
UCK2 disminuyen según progresa la enfermedad, a excepción de la región CA1 en la que los 
niveles aumentan con el grado de AD. 
 Dada la asociación de la edad de los individuos con el grado de AD se compararon los 
niveles de mRNA de UCK2 con las edades, encontrando una correlación significativa entre ambos 
factores (Figura 3.25). La correlación, al igual que ocurre con los grados de AD, fue negativa. Un 
aumento de la edad supone una disminución de los valores de mRNA de UCK2, a excepción, de 
nuevo, de CA1 donde los valores aumentan con la edad. 
 
Figura 3.24. Representación mediante diagrama de puntos de los niveles de mRNA de UCK2, normalizado para los 
niveles de mRNA de GAPDH, en las diferentes regiones cerebrales en cada uno de los grados de la enfermedad. CA1: 
región CA1; CE: corteza entorrinal; GD: giro dentado; LC: locus cerúleo. Grados de AD: AD I/II: grado I y II; AD III/IV: 
grado III y IV; AD V/VI: grado V y VI. El diagrama muestra los valores de cada una de las muestras, su media y la 
desviación estándar. Las rayas negras indican p < 0,05 y las rojas representan un p-valor marcado por las pruebas post 
hoc para cada caso. 
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Test ANOVA p = 0,0035 Test Kruskal-Wallis p < 0,0001
Test Kruskal-Wallis p = 0,0292 Test Kruskal-Wallis p = 0,0113



























































   
 La asociación de los niveles de mRNA de UCK2 y el grado de enfermedad de los 
individuos, o su correlación con la edad, podría deberse a una variación en los niveles de mRNA 
del gen con el que se normaliza, GAPDH. Sin embargo, este aumento también estaría afectando 
a los niveles de mRNA de DHODH, y no es así. Además, la bibliografía señala que en cerebros de 
rata no se observa una alteración relacionada con la edad en los niveles de mensajero de GAPDH 
[140]. Asimismo, GAPDH se expresa de forma similar en muestras de cerebro de pacientes con 
AD e individuos sanos y no varía según la edad a la que mueren los individuos [141]. Estas 
observaciones sugieren que el gen GAPDH se puede usar como referencia endógena en el 
estudio de cerebros con AD y no es el responsable de las variaciones observadas en los niveles 






Figura 3.25. Representación de la correlación entre la edad en las diferentes regiones cerebrales y los niveles de 





























































































r = 0,550; p-valor = 0,0004 r = -0,360; p-valor = 0,0089
r = -0,513; p-valor = 0,0038 r = -0,430; p-valor = 0,0018
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 Una regulación de la transcripción de UCK2 por sus productos UMP o CMP, u otros 
nucleótidos de pirimidina, podría explicar los resultados. Y aunque no se ha encontrado ningún 
estudio sobre los niveles de nucleótidos de pirimidina en pacientes con AD, o en cerebros sanos, 
o de cómo estos varían con la edad, se esperaría que un exceso de nucleótidos de pirimidina 
afectara a ambas vías, por lo que la expresión de DHODH también debería verse afectada.  
 La enzima UCK2 requiere ATP para poder fosforilar uridina y citidina. Por lo que una 
disminución en la producción de energía podría acabar afectando a la transcripción de UCK2. 
Como el principal proveedor de energía para la actividad neuronal es el sistema OXPHOS [142], 
una posible explicación sería que la disfunción en el sistema OXPHOS, observada en los pacientes 
con AD, fuera lo que provocara la disminución de los niveles de mRNA de UCK2 en cerebro. 
 La sustitución de neuronas por astrocitos, astrogliosis, podría ser otra explicación para 
las variaciones en los niveles de mRNA de UCK2. Sin embargo, en pacientes con AD no existe una 
correlación significativa entre la edad de muerte y los niveles de astrogliosis en la corteza 
entorrinal o la región CA1 del hipocampo [143]. Además, en modelos de ratón con AD, la 
astrogliosis reactiva se desarrolla solo en algunas regiones del cerebro, pero no en todo él. La 
proteína ácida fibrilar glial (GFAP), proteína que forma los filamentos intermedios del 
citoesqueleto intracelular de las células de la glía, es la proteína distintiva en astrocitos. Se ha 
demostrado que los perfiles GFAP-positivos son sustancialmente mayores en CA1 y GD. En 
pacientes con AD se observaron valores de astrogliosis similares en CA1, GD y EC [143]. Sin 
embargo, nuestros resultados sobre los niveles de mRNA de UCK2 muestran un patrón similar 
en GD y EC, pero diferente al de CA1. 
 Si esta disminución de los niveles de mRNA de UCK2 se corresponde con una 
disminución en la actividad de la ruta de salvamento de pirimidinas, la vía de biosíntesis de novo 
no estaría compensando esta disminución, y los sujetos con AD mostrarían menores 
concentraciones de uridina en plasma y fluido cerebro espinal, como señalan algunos estudios 
[144]–[147]. Esto sugeriría que los pacientes con AD presentan también una deficiencia en 
numerosas funciones celulares en las que el metabolismo de la uridina está implicado y que su 
administración terapéutica mejoraría las vías bioquímicas relacionadas con ella. Se ha 
demostrado que el tratamiento con uridina atenúa los daños en el aprendizaje y en la memoria 





3.2.4. Relación entre los niveles de mRNA de DHODH y UCK2 
 Se realiza el cociente entre los niveles de mRNA de DHODH y UCK2 para ver si este varía 
con el grado de enfermedad (Figura 3.26). En la corteza entorrinal la asociación entre el cociente 
DHODH/UCK2 y el grado de AD fue significativa (Test Kruskal-Wallis p = 0,0085). En esta, los 




   
 
Figura 3.26. Representación mediante diagrama de puntos de los niveles de mRNA del cociente de DHODH/UCK2 en 
las diferentes regiones cerebrales en cada uno de los grados de la enfermedad. CA1: región CA1; CE: corteza 
entorrinal; GD: giro dentado; LC: locus cerúleo. Grados de AD: AD I/II: grado I y II; AD III/IV: grado III y IV; AD V/VI: 
grado V y VI. El diagrama muestra los valores de cada una de las muestras, su media y la desviación estándar. Las 
rayas negras indican p < 0,05 y las rojas representan un p-valor marcado por las pruebas post hoc para cada caso 
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 Al analizar la correlación de los niveles de mRNA de DHODH y los de UCK2 de los 
individuos, se observa que sí que hay una asociación significativa en tres de las cuatro regiones 
(CA1, GD y CE) (Figura 3.27). En los tres casos se trata de una correlación positiva, en la que los 
individuos con mayor porcentaje de expresión de mRNA de DHODH también poseen niveles más 
elevados de mRNA de UCK2. Esto podría estar indicando que no existe una compensación entre 
rutas, una alta obtención de nucleótidos de pirimidina por parte de la ruta de síntesis de novo 









Figura 3.27. Representación de la correlación en las diferentes regiones cerebrales de los niveles de mRNA de DHODH 
y UCK2 normalizados para los niveles de mRNA de GAPDH. CA1: región CA1; CE: corteza entorrinal; GD: giro dentado; 





























































































r = 0,630; p < 0,0001 r = 0,277; p = 0,0486
r = 0,726; p < 0,0001 r = 0,172; p = 0,2396
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3.2.5. Relación con el sistema OXPHOS 
 Si la hipótesis de la caída de los niveles de mRNA de la enzima UCK2 debido a bajos 
niveles de ATP por parte del sistema OXPHOS fuera cierta, quizás alguna variable relacionada 
con el sistema OXPHOS debería presentar alguna asociación con los grados de AD. Por ello, se 
estudió los niveles de mRNA de la subunidad 1 de la citocromo c oxidasa (MT-CO1), el CIV del 
sistema OXPHOS. 
 Aunque la asociación entre niveles de mRNA de MT-CO1 con los grados de AD no fue 
significativa en tres de las regiones, sí que existe una asociación significativa de los niveles de 
mRNA de MT-CO1 con el grado de AD en CE (Test Kruskal-Wallis p = 0,0287). En este caso, los 
pacientes con grado V y VI presentan unos valores significativamente menores que los 
individuos sanos (Figura 3.28). 
 
Figura 3.28. Representación mediante diagrama de puntos de los niveles de mRNA de MT-CO1 en las diferentes 
regiones cerebrales en cada uno de los grados de la enfermedad. CA1: región CA1; CE: corteza entorrinal; GD: giro 
dentado; LC: locus cerúleo. Grados de AD: AD I/II: grado I y II; AD III/IV: grado III y IV; AD V/VI: grado V y VI. El diagrama 
muestra los valores de cada una de las muestras, su media y la desviación estándar. Las rayas rojas indican una 
significancia de acuerdo con el p-valor marcado para cada caso por las pruebas post hoc. 
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 Se estudió la correlación de los niveles de mRNA de MT-CO1 con la edad de los 
individuos y se observó que existe una correlación significativa entre la edad y los niveles de 
mRNA de MT-CO1 en la corteza entorrinal, donde los niveles bajan según avanza la edad de los 
pacientes (Figura 3.29). Estos resultados concordarían con los obtenidos al estudiar los niveles 
de mRNA para MT-CO1 en ratas y ratones, donde se muestra que los valores de mRNA son más 
bajos en ratas de 28 meses que en las de 9 [154] y que los niveles de mRNA para las tres 
subunidades del CIV codificadas por el mtDNA son menores en la corteza cerebral de ratones de 








Figura 3.29. Representación de la correlación entre la edad y los niveles de mRNA de MT-CO1, normalizados para los 
niveles de rRNA de 18S, en las diferentes regiones cerebrales. CA1: región CA1; CE: corteza entorrinal; GD: giro 



















































































r = -0,189; p = 0,2708 r = -0,310; p = 0,0375
r = -0,206; p = 0,2855 r = 0,017; p = 0,9239
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 Esta disminución en los niveles de mRNA de MT-CO1 asociada a la edad o al grado de 
AD podría deberse a un aumento en la expresión del gen que normaliza, el 18S rRNA. Se ha 
demostrado que la normalización de los niveles de expresión génica usando 18S rRNA o GAPDH 
produce resultados similares [156]. Además, en cerebros con AD y sanos, la expresión del 18S 
rRNA no se ve gravemente afectada por la edad de la muerte [141]. Más aún, existe un estudio 
en el que no se ven diferencias en los niveles de 18s rRNA en corteza entorrinal entre los 
pacientes con AD y los individuos sanos [157].  
 Curiosamente, los niveles de mRNA de MT-CO1 no se correlacionan con los niveles de 
mRNA de DHODH o UCK2, pero si se correlacionan negativamente con el cociente DHODH/UCK2 
en la CE (Figura 3.30). Esta relación DHODH/UCK2 eliminaría un posible efecto del gen GAPDH 
que se usó para normalizar. En la CE, como ya se ha mostrado, este cociente se asocia con los 





Figura 3.30. Representación de la correlación entre los niveles de mRNA de MT-CO1, normalizados para los niveles 
de rRNA de 18S, y el cociente de DHODH/UCK2 en las diferentes regiones cerebrales. CA1: región CA1; CE: corteza 




























































































r = -0,053; p = 0,7529 r = -0,424; p = 0,0033
r = -0,041; p = 0,8342 r = -0,167; p = 0,3315
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 Como ya se señaló al tratar la hipótesis de las cascada mitocondrial, pacientes con AD 
presentan un déficit de CIV cerebral  [159]–[181]. También se observan niveles bajos de mRNA 
de los genes del CIV codificados por el nDNA en pacientes con AD [181], [182]. Además, se ha 
descrito una disminución en los niveles de mRNA para las subunidades del CIV codificadas por 
el mtDNA en algunas regiones cerebrales de pacientes con AD [179], [183]–[190]. Esto 
concordaría con nuestros resultados, que muestran que en la corteza entorrinal los individuos 
con mayor grado de enfermedad tienen unos niveles de mRNA de MT-CO1 significativamente 
más bajos. 
 La deficiencia del CIV cerebral es causada por altos niveles de mutaciones del mtDNA, 
que se acumulan con la edad, en pacientes con AD [191]–[193]. Se ha demostrado que las 
deleciones del mtDNA, que generalmente incluyen genes del CIV codificados por el mtDNA, 
reduce la expresión de los genes delecionados [194]. Este hecho podría explicar los niveles más 
bajos de mRNA para los genes del CIV codificados por mtDNA y la actividad de CIV en cerebros 
con AD. Al tratar de eludir este bloqueo metabólico, podrían verse aumentadas otras vías que 
llevan los electrones a la cadena respiratoria, como ocurre con la actividad de la succinato 
deshidrogenasa, que se ve aumentada en cerebros con AD [195]. La proporción más alta del 
cociente de los niveles de mRNA de DHODH/UCK2 en la CE en los grados AD V/VI es, quizás, otro 














3.3. Función OXPHOS, biosíntesis de nucleótidos de pirimidina y 
diferenciación neuronal 
3.3.1. Presentación del modelo celular 
 Para verificar el efecto de una disfunción del sistema OXPHOS sobre la síntesis de 
nucleótidos de pirimidina en las neuronas, se utilizó la línea celular de neuroblastoma SH-SY5Y 
como modelo. Esta línea celular se ha utilizado con frecuencia para estudios de AD. De hecho, 
considerando los términos "SH-SY5Y" y "Alzheimer’s", aparecen más de 1.300 publicaciones en 
el buscador PubMed.  
 Estas células se pueden diferenciar a neuronas dopaminérgicas [42]. El protocolo 
consiste en tratar las células con ácido retinoico (RA) y 12-O-tetradecanoil forbol-13-acetato 
(TPA) [196]. El tratamiento con 10 µM de RA durante 7 días y 180 nM de TPA durante 3 días 
induce la diferenciación morfológica hacia un fenotipo neuronal con la extensión de neuritas y 





Figura 3.31. Imágenes representativas de células de neuroblastoma humano SH-SY5Y. A: Células sin diferenciar. B: 










 Estos cambios morfológicos fueron acompañados de cambios en el fenotipo celular que 
se analizaron por citometría de flujo e inmunocitoquímica (figura 3.33 y 3.34). Para ello se 
analizó el marcador neuronal βIII-tubulina (TUBB3), constituyente principal de los microtúbulos 
que permite la adecuada orientación y mantenimiento del axón. También se estudió un 
marcador de neurona dopaminérgico, la tirosina hidroxilasa (TH), una enzima crítica para la 
síntesis de dopamina. En ambos casos se produjo un aumento significativo en las células 
diferenciadas con respecto a las sin diferenciar. 
 
Figura 3.32.  Gráfica representativa de la curva de crecimiento de la línea de neuroblastoma SH-SY5Y. SD: células sin 
diferenciar, y=1842990,01492x, R2=0,9483, DT=46,4 h; D: células con el tratamiento de diferenciación, y=1755430,001014x, 
R2=0,9086, DT=58,9 h. 
 
Figura 3.33. Niveles de marcadores neuronales en la línea celular SH-SY5Y determinados mediante citometría de flujo. 
Se muestran imágenes representativas de los histogramas (A1 y A2) y una gráfica de la media de la intensidad de 
flurorescencia (IF) de cada marcador (B). TUBB3: β-III-Tubulina, D: 192,1 ± 76,8 (11); TH: tirosina hidroxilasa, D-C: 
256,3 ± 168,6 (11). D: células diferenciadas. Los valores de las medias de las células sin diferenciar (SD) se consideran 







































3.3.2. Enzimas de la síntesis de pirimidinas en las células SH-SY5Y 
 En primer lugar, se estudió si las células de la línea de neuroblastoma SH-SY5Y 
expresaban mRNA para DHODH y UCK2. Mediante qPCR se obtuvieron unos niveles que, al 
normalizarlos con GAPDH, resultan ser similares a los mostrados en la base de datos The Human 
Protein Atlas para la línea SH-SY5Y (Tabla 3.5). Además, el resultado obtenido en la línea celular 
SH-SY5Y es comparable con el obtenido en el cerebro humano adulto (entre 5-12 para 
DHODH/GAPDH, 28-71 para UCK2/GAPDH y 0,10-0,23 para el cociente DHODH/UCK2). 
 DHODH/GAPDH UCK2/GAPDH DHODH/UCK2 
The Human Protein Atlas 
(SH-SY5Y SD) 
3,0 21,1 0,14 
SH-SY5Y sin diferenciar 8,3 ± 1,6 48,3 ± 9,1 0,17 
SH-SY5Y diferenciada 7,4 ± 1,5 40,3 ± 3,9 0,18 
Tabla 3.5. Niveles de mRNA para DHODH y UCK2 en la línea celular SH-SY5Y. Los números indican los transcritos del 




Figura 3.34. Imágenes representativas de la inmunocitoquímica en células SH-SY5Y. Células sin diferenciar (A1) y 
diferenciadas (A2) marcadas con anti-TUBB3. Células sin diferenciar (B1) y diferenciadas (B2) marcadas con anti-TH. 
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 Se confirmo, de este modo, que las células proliferativas expresan mRNA de DHODH y 
UCK2. Además, se observó que la diferenciación neuronal no afectaba a los niveles de mRNA 
para estas proteínas, DHODH y UCK2. Los niveles de mRNA de DHODH son 5,8 y 5,4 veces más 
bajos en las células proliferantes y diferenciadas, respectivamente, que los del mRNA de UCK2. 
Estos valores son, una vez más, similares a los del cerebro humano (entre 4,3 y 9,7, dependiendo 
de la región).  
 Igualmente, el Western blot para la proteína DHODH confirma su expresión tanto en las 
células sin diferenciar como en las diferenciadas a neurona (Figura 3.35). La única banda que se 
observó se corresponde con el tamaño esperado para la enzima (43 kDa) y coincide con la de la 
enzima recombinante comercial. Además, anteriormente, mediante el análisis de proteómica 
dirigida, se confirmó que la banda observada en el Western blot pertenecía a la proteína de 






 De esta manera, se puede señalar que la expresión de mRNA para las enzimas de las dos 
rutas de obtención de nucleótidos de pirimidina en la línea celular SH-SY5Y es similar a la 
observada en el cerebro. Además, no se aprecian diferencias en los niveles de proteína DHODH 
entre las células sin diferenciar y diferenciadas, sugiriendo que la ruta de síntesis de novo de 





Figura 3.35. Imagen representativa del Western blot de DHODH en células SH-SY5Y sin diferenciar (SD) y diferenciadas 
(D), y enzima DHODH comercial (EC). SDHA: subunidad A de la succinato deshidrogenasa (70 kDa).  










3.3.3. Efecto de la inhibición directa de la enzima DHODH sobre la 
diferenciación neuronal 
 La vía de síntesis de novo de pirimidinas es importante para las células en proliferación. 
La leflunomida, administrada por vía oral, se convierte casi por completo en su metabolito 
activo, teriflunomida, que inhibe la enzima DHODH. Al inhibirse la actividad de la enzima 
disminuye la disponibilidad de nucleótidos de pirimidina y con ello la proliferación celular. Por 
ello, este inhibidor, se utiliza para el tratamiento de la artritis reumatoide y como potente 
medicamento contra el cáncer [197]. Se ha visto que, durante el tratamiento, los pacientes 
pueden alcanzar concentraciones plasmáticas en estado de equilibrio de 200 μM de 
teriflunomida [198]. 
 Las pruebas que conectan esta enzima con la funcionalidad mitocondrial son numerosas. 
En células de ratón y humanas, la disminución de los niveles de DHODH disminuye la producción 
de ATP mitocondrial y el potencial de membrana interna [66], [199]. La concentración de ATP 
mitocondrial depende del potencial de membrana interna mitocondrial. Potencial de membrana 
que se ve reducido por la leflunomida en células humanas [200]. Además, este potencial de 
membrana interna mitocondrial es generado por el flujo de electrones a través de la cadena 
respiratoria que, a su vez, está asociado al consumo de oxígeno, y la leflunomida, o su metabolito 
teriflunomida, disminuyen el consumo de oxígeno en células de ratón y humanas [57], [198], 
[201], [202]. 
 En nuestro caso, se observó que en la línea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y, 
una concentración de leflunomida de 100 μM redujo en gran medida la proliferación celular 
(Figura 3.36). También se redujo el consumo de oxígeno hasta un 33,5% residual (Figura 3.37). 
Estos resultados sugieren que una parte importante del consumo de oxígeno y la producción de 
energía en las células en proliferación se debe a la biosíntesis de pirimidinas. En las células 














 El efecto de la leflunomida sobre la función OXPHOS, la relevancia de esta función en la 
diferenciación neuronal [203], la presencia de la vía de síntesis de novo de pirimidinas en 
neuronas y su alteración en pacientes grado V/VI de AD en la corteza entorrinal, sugieren que 
esta vía también es importante en las células no proliferativas. Por ello, para estudiar el papel 
de esta vía en las neuronas, se analizó el efecto de la leflunomida sobre la diferenciación 
neuronal. 
 La presencia de 100 μM de leflunomida durante el proceso de diferenciación neuronal 
evitó que ésta se produjera, acorde con los valores de TUBB3 y TH, respectivamente (Figura 
3.38). Cuando se añadió uridina 200 μM, esta fue capaz de aumentar ligeramente los niveles de 
TUBB3, pero no de TH, en las células tratadas con leflunomida. 
 
Figura 3.36. Efecto de la leflunomida (LEF) en la viabilidad celular en la línea de neuroblastoma SH-SY5Y. Control: 
y=3053940,01032x, R2=0,9466, DT=67,2 h; 100 µM LEF: y=1576990,006982x, R2=0,8476, DT=99,3 h. 
 
Figura 3.37. Gráfica representativa del consumo de oxígeno de la línea SH-SY5Y en presencia de leflunomida (LEF). 
Los valores obtenidos al considerar la respiración endógena de la línea SH-SY5Y cultivada en medio control se 
consideran el 100 %. Test Mann Whitney: *p < 0,0209 (consumo de O2 en presencia de LEF vs en ausencia). Existe una 
correlación significativa entre el consumo de O2 y las concentraciones de leflunomida, r = -0,959, p < 0,0001; y = -
























































 Además del efecto de la leflunomida en la vía de biosíntesis de novo de pirimidinas, la 
inhibición de otras funciones celulares, como el consumo de oxígeno y la producción de energía, 
podría ser la razón por la que la uridina no consiguiera recuperar la diferenciación. Apoyando 
este resultado, se ha observado que la uridina añadida externamente al medio de cultivo no 
mejora el potencial de membrana interna mitocondrial ni la proliferación mitocondrial en una 
línea celular humana tratada con leflunomida, a pesar de que la uridina es capaz de normalizar 









Figura 3.38. Niveles de marcadores neuronales en la línea celular SH-SY5Y en presencia de leflunomida determinados 
mediante citometría de flujo. D-C: células diferenciadas; D-LEF: células diferenciadas con leflunomida 100 µM; D-
LEF+U: células diferenciadas con leflunomida 100 µM y uridina 200 µM. Gráfica representativa de la media de la 
intensidad de flurorescencia (IF) de cada marcador. TUBB3: βIII-Tubulina, D-C: 235,1 ± 88,2 (6); D-LEF: 100,7 ± 17,6 
(6); D-LEF+U: 121,4 ± 12,6 (6). TH: tirosina hidroxilasa, D-C: 336,7 ± 217,5 (6); D-LEF: 91,6 ± 24,9 (6); D-LEF+U: 83,6 ± 
19,7 (6). Los valores de las medias de las células sin diferenciar se consideran el 100 %, representado por la línea de 





















3.3.4. Efecto de la inhibición indirecta de la enzima DHODH sobre la 
diferenciación neuronal 
 El cianuro de potasio (KCN) es un inhibidor del CIV. Este compuesto se ha visto que 
suprime el consumo de oxígeno inducido por DHO en las mitocondrias de diferentes tejidos de 
rata y células de ratón [57], [63]. En la línea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y, KCN 10 
y 25 μM no afectan la proliferación celular (Figura 3.39). Sin embargo, estas concentraciones de 















Figura 3.39. Efecto del cianuro (KCN) en la viabilidad celular en la línea de neuroblastoma SH-SY5Y. Control: 
y=3053940,01032x, R2=0,9466, DT=67,2 h; 10 µM KCN: y=1576990,006982x, R2=0,9737, DT=58,7 h; 25 µM KCN: 
y=1962200,12032x, R2=0,9403, DT=57,6 h. 
 
Figura 3.40. Gráfica representativa del consumo de oxígeno de la línea SH-SY5Y en presencia de cianuro (KCN). Los 
valores obtenidos al considerar la respiración endógena de la línea SH-SY5Y cultivada en medio control se consideran 
el 100 %. Test Mann Whitney: *p < 0,05 (consumo de O2 en presencia de KCN vs en ausencia). Existe una correlación 
significativa entre el consumo de O2 y las concentraciones de KCN, r = -0,956, p = 0,0001; y = -0,7154x + 88,687, R2 = 
0,9142. 
 

















































 Destacando la importancia de la función OXPHOS para la diferenciación neuronal, se 
ha observado que el KCN es capaz de inhibir significativamente la diferenciación de las células 
progenitoras neurales, derivadas de células madre pluripotentes inducidas humanas, en 
neuronas dopaminérgicas [199]. Similares resultados se obtuvieron en las células de 
neuroblastoma SH-SY5Y, donde las células diferenciadas en presencia de KCN 10 μM no 
mostraron niveles incrementados de TUBB3 y TH (Figura 3.41). Por lo tanto, este compuesto, 








 Curiosamente, KCN 10 μM no provoca una variación en los niveles de expresión de 
mRNA de DHODH en células diferenciadas, pero sí en los niveles de UCK2 (Figura 3.42). Este 
resultado apoya la idea, previamente comentada, acerca de una potencial regulación negativa 








Figura 3.41. Niveles de marcadores neuronales en la línea celular SH-SY5Y en presencia de cianuro determinados 
mediante citometría de flujo. D-C: células diferenciadas; D-KCN: células diferenciadas con cianuro 10 µM; D-KCN+U: 
células diferenciadas con cianuro 10 µM y uridina 200 µM. Gráfica representativa de la media de la intensidad de 
flurorescencia (IF) de cada marcador. TUBB3: βIII-Tubulina, D-C: 132,4 ± 9,3 (3); D-KCN: 91,4 ± 21,4 (3); D-KCN+U: 
134,8 ± 21,1 (3). TH: tirosina hidroxilasa, D-C: 125,6 ± 13,4 (3); D-KCN: 93,4 ± 7,2 (3); D-KCN+U: 134,8 ± 14,7 (3). Los 
valores de las medias de las células sin diferenciar se consideran el 100 %, representado por la línea de puntos. Test 

























 La uridina es capaz de proteger fibroblastos de pacientes con AD y células 
progenitoras neuronales humanas normales (NHNP) contra la toxicidad de azida, otro inhibidor 
de CIV [58], [59]. La administración de uridina a ratas envejecidas aumenta los niveles de 
neurofilamentos cerebrales [114]. Por otro lado, ya se conocía uno de los efectos de la uridina 
sobre la diferenciación neuronal. Así, en células de feocromocitoma PC12 de rata y células de 
neuroblastoma LAN-5 y SH-SY5Y humanas y N2a de ratón, la uridina exógena potencia la 
diferenciación celular evidenciada por un mayor número de células con neuritas, de neuritas por 
célula, ramificación de neuritas, longitud de neurita y niveles de neurofilamentos neuríticos [59], 
[103], [105], [204].  
 Cuando las células de neuroblastoma SH-SY5Y fueron tratadas con KCN, se observó 
que la uridina 200 μM puede restaurar los niveles de TUBB3 y TH (Figura 3.40). La uridina 
también recupera los niveles de mRNA de UCK2 en las células tratadas con KCN (Figura 3.41). 
Quizás, un exceso de sustrato esté estimulando la transcripción de UCK2. 
 Aunque no existe ningún estudio de cómo se afectan los niveles de Aβ con KCN en 
cultivos celulares, sí que se ha estudiado la inhibición del CIV con azida sódica. En neuronas de 
pollo, retina de rata, líneas celulares de rata, mono y humano, plaquetas humanas y  fibroblastos 
de pacientes con AD, la inhibición por azida sódica desplaza el metabolismo de AβPP desde la 
ruta no amiloidogénica a la amiloidogénica [25], [26], [32], [34], [59], [205]–[208].  
 
Figura 3.42. Gráfica representativa de los niveles de mRNA de DHODH y UCK2 corregidos para los niveles de mRNA 
de GAPDH en células SH-SY5Y. D-C: células diferenciadas; D-KCN: células diferenciadas en presencia de cianuro 10 
µM; D-KCN+U: células diferenciadas en presencia de cianuro 10 µM y uridina 200 µM. DHODH: D-C:  82,6 ± 9,3 (3); D-
KCN: 78,2 ± 2,6 (3); D-KCN+U: 85,2 ± 5,6 (3). UCK2: D-C: 91,9 ± 9,3 (3); D-KCN: 77,0 ± 3,1 (3); D-KCN+U: 89,9 ± 4,5 (3). 
Los valores de las medias de las células sin diferenciar se consideran el 100 %. Test Mann Whitney: *p < 0,05 (frente 
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 En la línea celular empleada, SH-SY5Y, se ha visto que los niveles de mensajeros de la 
familia de proteínas APP están aumentados en células SH-SY5Y diferenciadas [209]. Cuando, en 
el laboratorio, se analizaron los niveles de Aβ secretados en presencia de cianuro y con cianuro 
y uridina en células diferenciadas se vio que tanto los valores de Aβ1-40 como Aβ1-42 son mucho 
más elevados que sus correspondientes niveles en células sin diferenciar (Figura 3.43). Resultado 
esperado, ya que la proteína APP tiene un papel en el crecimiento neuronal [210], [211] y 
además está sujeta a una regulación por parte del ácido retinoico empleado para diferenciar las 






 La administración de uridina aumenta los niveles de los compuestos derivados de 
esta, como la CDP-colina, UDP-GlcNAc o fosfolípidos [115], [212], [213]. Este aumento de CDP-
colina y fosfolípidos aumenta la síntesis de membrana plasmática y mejora la función neuronal 
[212]. Aunque la uridina no recupera los valores de Aβ, sí que es capaz de recuperar el daño 
provocado por el KCN en la diferenciación y en la expresión de mRNA de las enzimas implicadas 
en la síntesis de pirimidinas (Figura 3.43). 
 Un aumento en la O-GlcNAc cerebral también protege frente al daño de tau y Aβ 
[214]. Actualmente, la uridina es uno de los compuestos que se incluyen en los complejos multi-
nutrientes, como el Souvenaid, recetados a enfermos de Alzheimer para mejorar la memoria 
[215]. Se ha visto que estos compuestos son capaces de mejorar la reparación y mantenimiento 
neuronal en ratones transgénicos que sobreexpresan Aβ, mejorando el comportamiento motor, 
el aprendizaje espacial y reduciendo la ansiedad [59], [216]–[218]. 
Figura 3.43. Gráfica representativa de los niveles de Aβ1-40 y Aβ1-42 en células SH-SY5Y. D-C: células; D-KCN: células 
diferenciadas en presencia de cianuro 10 µM; D-KCN+U: células diferenciadas en presencia de cianuro 10 µM y uridina 
200 µM. Aβ1-40: D-C:  165,6 ± 27,3 (3); D-KCN: 371,5 ± 53,2 (3); D-KCN+U: 360,3 ± 126,7 (3). Aβ1-42: D-C: 227,9 ± 
86,7 (3); D-KCN: 309,3 ± 89,8 (3); D-KCN+U: 449,3 ± 167,9 (3). Los valores de las medias de sin diferenciar se consideran 









































































Las conclusiones obtenidas de la realización de la presente tesis son las siguientes:  
1. La ruta de síntesis de novo de pirimidinas está activa en cerebro de humano adulto y se 
localiza en las neuronas. 
2. Los pacientes con AD, en los estadios más avanzados de la enfermedad, muestran una 
alteración de las rutas de síntesis de nucleótidos de pirimidina.  
3. La inhibición de la ruta de síntesis de novo de pirimidinas, ya sea de forma directa o 
indirectamente a través de la inhibición del sistema OXPHOS, afecta la diferenciación 
neuronal. La administración de uridina es capaz de revertir el daño cuando la función 





































































5. MATERIAL Y MÉTODOS 
5.1. Muestras biológicas y líneas celulares 
 En el presente trabajo se utilizó la línea celular de neuroblastoma SH-SY5Y procedente 
de médula ósea de una niña de 4 años de edad [219]. 
 También se trabajó con muestras de tejido cerebral cedidas por el banco de cerebros 
del Instituto de Investigación Biomédica de Bellvitge (IDIBELL), Hospital Universitario de 
Bellvitge. Estas fueron clasificadas en dos bloques: por un lado, muestras de diferentes regiones 
cerebrales de tres individuos, enviadas en secciones de tejido congelado a -80 °C y cortes 
parafinados. Por otro lado, RNA de cuatro regiones cerebrales de 167 muestras, procedentes de 
individuos con diferentes estadios en la enfermedad de Alzheimer (Anexo III).  
5.2. Cultivos celulares 
5.2.1. Equipos, materiales y reactivos de cultivo celular 
 En el cultivo de células se emplearon diferentes medios y suplementos: Dulbecco's 
Modified Eagle Medium (DMEM) 4,5 g/l (25 mM), DMEM libre de glucosa, tampón fosfato (PBS) 
y suero fetal bovino (FBS) de GibcoTM, Invitrogen; uridina, galactosa y piruvato, Sigma.  
 Para la disociación de las células se utilizó tripsina y ácido etilendiaminotetraacético 
(EDTA), Sigma y TrypLE Express, Invitrogen. Y para su congelación crioprotector dimetilsulfóxido 
(DMSO) de Sigma. 
 Las placas de 100 mm empleadas, así como el resto del material plástico estéril (placas 
de 6, 12, 24 ó 96 pocillos, tubos Falcon, pipetas, criotubos, etc) y los filtros de 0.22 µm de tamaño 
de poro (Acrodisc) utilizados para la esterilización de soluciones procedieron de TPP, Suiza. 
 El trabajo con líneas celulares fue realizado en campanas de flujo laminar modelos 
LaminAir y NU-437-400E de las marcas Holten y Nuaire, respectivamente. Las líneas celulares se 
mantuvieron durante su crecimiento en incubadores de CO2, modelos DHD AutoFlow Incubator 





 El contaje del número de células se determinó mediante un contador celular modelo Z2, 
de la marca Beckman Coulter. Se utilizó una centrifuga Allegra X-22 de la marca Beckman Coulter 
para la centrifugación de suspensiones celulares. Los medios de cultivo y otros reactivos se 
atemperaron, previamente a su utilización, en un baño termostatizado modelo Precisterm de la 
marca P-Selecta. Para el manejo de volúmenes en condiciones de esterilidad se utilizó un 
pipeteador automático de la marca PipetBoy. La congelación de líneas celulares se realizó en 
sistemas Mr. Frosty, Sigma. 
5.2.2. Mantenimiento de cultivos celulares 
 Todas las manipulaciones de las células se realizaron en campanas de flujo laminar 
vertical en condiciones estériles. Las células se cultivaron en ausencia de antibióticos. Las líneas 
celulares se cultivaron rutinariamente en placas de 100 mm. Las células se sembraron a 
densidades que iban desde 1 x 104 a 1 x 106 células/ml dependiendo del tamaño de placa 
utilizada y los requerimientos del tipo celular. 
 El material usado en la manipulación de las células se esterilizó previamente en una 
autoclave durante 20-30 min a 1,2 atmosferas de presión. Las disoluciones añadidas a los 
cultivos se esterilizaron usando filtros de 0.22 µm. 
 Las células se cultivaron en un incubador termostatizado a 37 °C, en aire saturado de 
humedad y con 5 % CO2. El medio se cambió cada 2 días. Cuando las células alcanzaron un 80 % 
de confluencia se lavaron con PBS para eliminar las proteínas del suero que inhiben el efecto de 
la tripsina y se incubaron con tripsina (0,05 % de tripsina y 0,02 % de EDTA) o TryPLE durante 2-
3 min a 37 °C. Se comprobó con un microscopio invertido que las células se hubieran despegado 
de la placa y se resuspendieron en un volumen de medio 5 veces mayor que el volumen de 
tripsina utilizado y se centrifugaron a 378 x g durante 5 min. Una vez obtenido el pellet celular 
este fue procesado según el uso que se le fuera a dar. 
 Para crecer las células de las líneas de neuroblastoma se empleó DMEM 25 mM 
suplementado con 10 % de FBS o DMEN libre de glucosa con galactosa 5 mM, según el 






5.2.3. Congelación y descongelación de las líneas celulares 
 Para la congelación celular se utilizaron criotubos resistentes al nitrógeno líquido. Las 
células se tripsinizaron y recogieron en un pellet celular por centrifugación (según condiciones 
expuestas anteriormente), se resuspendieron en medio de congelación, que consistió en DMEM 
suplementado con 20 % de FBS y un 10 % de DMSO, este último compuesto actúa como 
crioprotector. A continuación, los criotubos se introdujeron en un Mr. Frosty, que fue guardado 
en un congelador a una temperatura de -80 °C. El sistema de congelación Mr. Frosty consiste en 
un contenedor de policarbonato que contiene alcohol isoamílico y que, al ser sometido a 
congelación, permite un descenso gradual de la temperatura de 1 °C/min, lo que favorece una 
buena conservación celular. Las células se mantuvieron en el recipiente aproximadamente 
durante 24 h en el congelador de -80 °C y a continuación se pasaron a nitrógeno líquido donde 
se almacenaron hasta su posterior utilización. La cantidad de células congeladas por criotubo 
fue de entre 1 y 2 millones aproximadamente. 
 Para la descongelación se tomó un criotubo de células conservado en nitrógeno líquido 
y el contenido del mismo se resuspendió en un tubo falcon de 15 ml con medio de cultivo. Las 
células se centrifugaron a 378 x g durante 5 min. El sobrenadante se decantó para eliminar el 
DMSO, y el pellet de células obtenido se sembró en una placa de cultivo de 100 mm. 
5.2.4. Recuento celular 
 El recuento celular se realizó con el contador Countess™ Automated Cell Counter de 
Invitrogen. Este contador de células automatizado analiza la viabilidad celular y el conteo de 
células (concentraciones que van desde 1 × 104 hasta 1 × 107 células/ml) utilizando el método 
del azul tripán. El azul tripán es un colorante capaz de penetrar en las células muertas, ya que 
estas células presentan la membrana plasmática desestructurada. De esta forma solo se tiñen 
de azul estas células. Para el contaje se mezclaron 10 µl de la suspensión celular y 10 µl del 







5.2.5. Curvas de crecimiento 
 Para hacer curvas de crecimiento, con el fin de determinar la velocidad de crecimiento 
celular en un medio de cultivo determinado, fueron sembradas 2 x 105 en una placa de 6 pocillos. 
Se sembró por triplicado para el conteo de cada día. 
 Una vez que se adhirieron las células (entre 6 y 24 h), las células de tres de los pocillos 
de la placa (de cada línea celular en estudio) fueron recogidas (por tripsinización y posterior 
centrifugación) y el número de células fue contado (según apartado 5.2.4) para establecer el 
tiempo cero de la curva de crecimiento. Cada 24-48 h se recogieron las células por tripsinización 
y se contaron por triplicado. El medio de los pocillos restantes se cambió siempre que fue 
necesario. 
 Para los cálculos, se representó en una gráfica el número de células frente al tiempo 
transcurrido entre cada recuento, y se ajustó a una curva exponencial del tipo 𝑁 = 𝑎𝑥10𝑏𝑡, 
donde el tiempo de duplicación fue 𝐷𝑇 = log 2/𝑏. 
5.2.6. Tratamientos con drogas 
 En los ensayos donde se utilizaron drogas y con el propósito de evidenciar defectos en 
el sistema de fosforilación oxidativa, limitando para ello la glucólisis, se utilizó DMEM libre de 
glucosa y suplementado con galactosa 5 mM, piruvato 1 mM y FBS al 10 %. En los experimentos 
con drogas, éstas se añadieron al medio DMEM suplementado con galactosa a las 
concentraciones deseadas. El medio se cambió cada 48 horas. Las células fueron expuestas a 
distintas drogas y determinadas concentraciones, indicadas a continuación:  
 -Inmunosupresor 
Leflunomida, LEF (Sigma): inhibe la síntesis de pirimidinas bloqueando la enzima dihidroorotato 
deshidrogenasa. Stock disuelto en DMSO.  
 -Inhibidores del complejo IV  





5.3. Diferenciación celular a neuronas dopaminérgicas 
Las células de neuroblastoma fueron sembradas a una densidad de 2 x 104 células por 
pocillo en placas de 6 pocillos, o 105 células en las placas de 100 mm, con medio DMEM 25 mM 
de glucosa, suplementado con 10 % de FBS. Los experimentos se realizaron en galactosa 5 mM. 
Para la diferenciación se siguió el protocolo de Presgraves [196]. A las 24 h de haber sido 
sembradas, las células fueron tratadas con ácido trans-retinoico (RA) de Sigma, a una 
concentración de 10 µM durante 5 días. El medio fue reemplazado por medio fresco con RA cada 
dos días. Al finalizar los 5 días, el RA fue reemplazado del medio por 12-O-tetradecanoil-forbol-
13-acetato (TPA) de Sigma, a 180 nM durante 3 días. 
5.4. Extracción, manipulación y análisis de ácidos nucleicos 
5.4.1. Equipos y materiales utilizados  
  Para la extracción de ácidos nucleicos se emplearon los kits comerciales NucleoSpin® 
RNA de Macherey-Nagel y Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit de Roche. Para el proceso 
se utilizó la centrifuga Eppendorf Mini Spin® PLUS. Y para la electroforesis de geles horizontales 
de agarosa de DNA se utilizó el sistema Bio-Rad. 
 La amplificación de ácidos nucleicos por PCR se realizó en el termociclador de la marca 
Biometra modelo T3 Thermocycler, en el de la marca Applied Biosystems modelo Veriti 
Thermalcycler y el de la marca Eppendorf modelo Mastercycler personal. 
 Los oligonucleótidos y sondas para PCR cuantitativa, así como otros reactivos utilizados, 
el material consumible y los instrumentos StepOne™ y ViiA 7 fueron de Applied Biosystems. 
5.4.2. Extracción del RNA 
5.4.2.1. Obtención de RNA a partir de cultivos celulares 
 El RNA total a partir de células en cultivo se extrajo utilizando el kit NucleoSpin RNA II 
de Macherey-Nagel. Antes de la extracción, las células en cultivo se recogieron por 
tripsinización. A continuación, se realizaron dos lavados del pellet celular con PBS frío mediante 
resuspensión y posterior centrifugación. Una vez obtenido el pellet celular, se congeló a -80 °C. 




 También se extrajo RNA de células con trizol. Para ello, trabajando en campana de flujo 
laminar, el pellet celular fue lisado con 500 µl de TRIZOL (atemperado previamente) durante 5 
min. Posteriormente se añadió 100 µl de cloroformo, se dejó actuar durante 2-3 min a 
temperatura ambiente y se centrifugó a 12000 x g 15 min a 4 °C. Tras la centrifugación, se 
transfirió la fase acuosa a un nuevo eppendorf al que se añadió 250 µl de isopropanol, y tras 
invertir el eppendorf varias veces y dejarlo incubar 10 min a temperatura ambiente, se 
centrifugó a 12000 x g 10 min a 4 °C. Una vez retirado el sobrenadante, el pellet se resuspendió 
en etanol al 75 % y se centrifugó a 7500 x g 5 min a 4 °C. Por último, tras dejar retirar el etanol y 
dejar que se evaporaran los restos en un bloque a 55 °C, el RNA se resuspendió en 100 µl de 
agua libre de RNAsas y se incubó 10 min en un baño a 55-60 °C en agitación. 
5.4.2.2. Obtención de RNA a partir de tejido cerebral 
 En el caso de tejido, para la extracción con el kit NucleoSpin RNA II, como paso previo se 
homogenizaron secciones de 20 a 30 mg de tejido en el mortero con nitrógeno líquido.  
5.4.3. Obtención del cDNA 
 El cDNA monocatenario se obtuvo utilizando como molde el RNA total extraído a partir 
de las líneas celulares o tejidos, empleando el kit Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit. 
Se cargó 1 μg de RNA o bien, si la concentración no alcanza, se cargó 10 μl de RNA, junto con los 









Reactivos Volumen de reacción (μl) 
Transcriptor Reverse Transcriptase 0,5 
Reaction Buffer 5x 4,0 
Protector RNase Inhibitor 0,5 
Deoxynucleotide Mix 2,0 
Ramdon Hexamer Primer 2,0 
H2O Hasta completar volumen 
Tabla 5.1. Reactivos necesarios para sintetizar cDNA por PCR de transcripción reversa (RT-qPCR). 
 
Tabla 5.6. Reactivos necesarios para sintetizar cDNA por PCR de transcripción reversa (RT-qPCR). 
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Tabla 5.6. Reactivos necesarios para sintetizar cDNA por PCR de transcripción reversa (RT-qPCR). 
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 Una vez obtenida la mezcla de reacción se llevaron a cabo los siguientes ciclos de 
temperatura a distintos tiempos en un termociclador: 25 °C durante 10 min, 55 °C durante 30 
min, 85 °C durante 5 s y 4 °C durante 5 min. La muestra de cDNA obtenida se cuantificó y se 
conservó a -20 °C hasta su uso. 
5.4.4. Cuantificación de ácidos nucleicos 
 La cantidad de ácidos nucleicos obtenidos se determinó utilizando un ND-1000 
spectrophotometer de la marca Nanodrop. Se realizó una lectura espectrofotométrica a 260 y 
280 nm de longitud de onda, utilizando un volumen de trabajo muy pequeño (1-2 μl). Tras la 
realización de un blanco, utilizando para ello el mismo disolvente en el que esté disuelta la 
muestra de ácidos nucleicos (generalmente agua destilada), la medida de las muestras dio 
directamente el valor de la concentración de ácidos nucleicos. El cálculo se realizó utilizando la 
fórmula: 
𝐷𝑁𝐴 (𝑛𝑔/µ𝐿) = 𝐴𝑏𝑠260𝑥50𝑥𝑉𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛 
 El ratio de absorbancia a 260/280 nm sirve para evaluar la pureza de los ácidos nucleicos, 
considerándose un valor óptimo un ratio entre 1,8 y 2. También se utiliza el ratio de pureza 
secundario 230/280 nm. Los valores óptimos aceptados para esta relación se encuentran en el 
intervalo de 2,0-2,2.  
5.4.5. Cuantificación de la expresión de genes 
5.4.5.1. Genes estudiados 
 Los transcritos cuantificados mediante esta técnica fueron: 
 -Mitocondriales: subunidad 1 del complejo IV (MT-CO1). 
 -Nucleares: Los genes de referencia: el gen ribosómico nuclear 18S y el Gliceraldehído-
3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). Dihidroorotato deshidrogenasa (DHODH), Uridina-citidina 






5.4.5.2. Cuantificación de mRNAs a partir de cDNA 
 La cuantificación de los niveles de mRNA de los distintos genes estudiados se llevó a 
cabo utilizando como molde los cDNAs previamente sintetizados. La metodología empleada fue 
la de las sondas Taqman sintetizadas en la casa comercial Applied-Biosystems. Para cada 
muestra, además de los genes deseados, se realizó la amplificación de un gen constitutivo o de 
referencia (18S O GAPDH). 
 
 Los genes estudiados se determinaron mediante la utilización de sondas que 
presentaban un fluoróforo FAM, mientras que el gen de referencia estaba marcado con un 
fluoróforo VIC, lo que permitió el análisis de los dos genes de forma paralela.  
 La cantidad de cDNA para cada reacción fue 100 ng en 1 μl. Los reactivos necesarios para 
la amplificación se muestran a continuación (tabla 5.2) y las condiciones utilizadas para la 
reacción fueron las siguientes: 50 °C – 2 min, 95 °C – 10 min, 95 °C – 15 s, y 40 ciclos de 60 °C – 
1 min y 50 °C – 30 s. 
Los resultados se analizaron utilizando programa StepOne v2.0. y se expresaron como 
ΔCt entre el gen de interés y el gen de referencia, o en valor absoluto cuando se disponía del 







 Concentración stock Volumen reacción 
TaqMan Universal PCR Master Mix 2X 10 μl 
Sonda gen a estudiar (FAM) 20X 1 μl 
Sonda 18S (VIC) 20X 1 μl 
H2O estéril  7 μl 
5.2. Reactivos necesarios para la expresión de genes. 
 
 
5.7. Reactivos necesarios para la expresión de genes. 
 
 
5.7. Reactivos necesarios para la xpresión d  g es. 
 
 




5.4.5.3. Cuantificación de mRNAs a partir de RNA 
 La cuantificación de los niveles de mRNA a partir de RNA se realizó con los kits de Applied 
Biosystems, TaqPath™ 1-Step Multiplex Master Mix y TaqMan® RNA-to-Ct™ 1-Step kit. De 
nuevo, además de los genes deseados, se realizó la amplificación de un gen constitutivo o de 
referencia (18S o GAPDH). 
 Los genes estudiados se determinaron mediante la utilización de sondas que 
presentaban un fluoróforo FAM, mientras que el gen de referencia estaba marcado con un 
fluoróforo VIC, lo que permitió el análisis de los dos genes de forma paralela. Para alguno de los 
estudios, en el que fue necesario la medición de tres mensajeros en un mismo pocillo, se utilizó 
un tercer fluoróforo ABY. 
 
  
 La cantidad de RNA para cada reacción fue 10 ng en 2 μL. Los reactivos necesarios para 
la amplificación (Tabla 5.3) y las condiciones utilizadas (Tabla 5.4) fueron diferentes 
dependiendo del número de sondas utilizadas por pocillo. Para el caso de las sondas ABY, FAM 
y VIC en un solo pocillo se empleó el kit TaqPath™ 1-Step Multiplex Master Mix en el ViiA 7 Real-
Time PCR System. Y para los estudios con sonda FAM Y VIC, se utilizaó el TaqMan® RNA-to-Ct™ 







Reactivos Volumen (µl) Reactivos Volumen (µl) 
4x TaqPathe™ 1-Step 
Multiplex Master Mix 
5 µl 
TaqMan® RT Enzyme 
Mix (40x) 
0,5 µl 
Sonda ABY 1 µl 
TaqMan® RT-PCR Mix 
(2x) 
1 µl 
Sonda FAM 1 µl Sonda FAM 1 µl 
Sonda VIC 1 µl Sonda VIC 1 µl 
H2O 10 µl H2O 5,5 µl 
Tabla 5.3. Reactivos necesarios para el estudio de niveles de mRNA. A. Estudio en el ViiA 7. B. Estudio en el StepOne™. 
 
 














5.5. Clonaje en el vector pCRTM-Blunt II-TOPO® 
 Se clonaron los genes UCK2, DHODH y GAPDH en el vector comercial pCRTM-Blunt II-
TOPO® de Invitrogen para construir una curva de calibración con la que cuantificar de forma 
exacta el número de copias de mRNA en las muestras analizadas por qPCR. 
5.5.1.  Diseño de oligonucleótidos para amplificar 
 Se accedió a la secuencia codificante de los genes en la base de datos Ensembl. De todos 
los transcritos posibles, se eligió el que codificaba la proteína y poseía la secuencia de referencia 
en NCBI. En base a esta secuencia, se diseñó manualmente una pareja de cebadores, cuyas 
características se analizaron con la herramienta OligoAnalyzer 3.1 de IDT (Tabla 5.5).   
  
 Para diseñar las parejas de oligonucleótidos se procuró que la temperatura de 
hibridación (Tm) de los cebadores directo y reverso sin los sitios de corte fuera lo más parecido 






Tiempo Nº de ciclos 
Temperatura 
(°C) 
Tiempo Nº de ciclos 
25 °C 2 min 1 48 °C 15 min 1 
53 °C 10 min 1 95 °C 10 min 1 
95 °C 2 min 1 95 °C 15 s 40 
95 °C 3 s 40 60 °C 1 min  
60 °C 30 s     










Directo GTTTAAAC GCCACC ATGGGGAAGGTGAAGGTCGG 
59 °C 
Reverso GGATCCTTACTCCTTGGAGGCCATGTGG 
Tabla 5.4. Condiciones para el estudio de niveles de mRNA. A. Estudio en el ViiA 7. B. Estudio en el StepOne™. 
 
 
Tabla 5.9. Condiciones para el estudio de niveles de mRNA: A. Estudio en el ViiA 7. B. Estudio en el StepOne™. 
 
 
Tabla 5.9. Condiciones para el estudio de niveles de mRNA: A. Estudio en el ViiA 7. B. Estudio en el StepOne™. 
 
 
Tabla 5.9. Condiciones para el estudio de niveles de mRNA: A. Estudio en el ViiA 7. B. Estudio en el StepOne™. 
 
Tabla 5.5. Secuencia de oligonucleótidos. Los cebadores directo y reverso de los genes DHODH, UCK2 y GAPDH, en 
dirección 5’-3’ y caracterización de los mismos. GTTTAAA: sitio de corte de PmeI; GGATCC: sitio de corte de BamHI; 
GCCACC: secuencia Kozak. 
 
 
Tabla 5.10. Secuencia de oligonucleótidos: los cebadores directo y reverso de los genes DHODH, UCK2, PCYT1A y 
GAPDH, en dirección 5’-3’ y caracterización de los mismos. GTTTAAA: sitio de corte de PmeI; GGATCC: sitio de corte 
de BamHI; GCCACC: secuencia Kozak. 
 
 
Tabla 5.10. Secuencia de oligonucleótidos: los cebadores directo y reverso de los genes DHODH, UCK2, PCYT1A y 
GAPDH, en dirección 5’-3’ y caracterización de los mismos. GTTTAAA: sitio de corte de PmeI; GGATCC: sitio de corte 
de BamHI; GCCACC: secuencia Kozak. 
 
 
Tabla 5.10. Secuencia de oligonucleótidos: los cebadores directo y reverso de los genes DHODH, UCK2, PCYT1A y 
GAPDH, en dirección 5’-3’ y caracterización de los mismos. GTTTAAA: sitio de corte de PmeI; GGATCC: sitio de corte 




5.5.2. Obtención de cDNA a partir de RNA de la línea celular SH-SY5Y  
 Se extrajo RNA de un pellet de la línea celular SH-SY5Y por medio del método basado en 
el reactivo Trizol. Se eliminaron las estructuras secundarias y se sintetizó el cDNA mediante el 
kit Transcription first strand cDNA synthesis kit de Roche, con un programa recomendado para 
fragmentos inferiores a 4000 bp (55 °C 30 min, 85 °C 5 min para inactivar la enzima, y hielo 5 
min).              
5.5.3. Amplificación por PCR 
 Se amplificó el número de copias de la secuencia codificante de los genes mediante PCR 
para su posterior clonaje en el vector comercial (Tabla 5.6). 
  
 Los primeros ciclos de la PCR se realizaron a la temperatura recomendada para los 
cebadores sin las secuencias de corte, mientras que los restantes ciclos se realizaron a 72 °C, 
que es la temperatura recomendada para la Phusion Hot Start DNA polimerasa.  
 El producto amplificado por PCR se analizó mediante electroforesis horizontal en un gel 
de agarosa al 1 %. El tampón de electroforesis utilizado fue Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1X y se 
añadió bromuro de etidio como agente intercalante a una concentración final de 
aproximadamente 0,75 µg/ml. El marcador de peso molecular empleado fue Low Mass Ladder, 
que contiene bandas cuyo peso molecular oscila entre 100-2000 bp. Las electroforesis se 
desarrollaron en condiciones de voltaje constantes (50-100 V) y los resultados se visualizaron 
con un transiluminador Gel Doc de Bio-Rad.  
 
 
Reactivos Programa de PCR  
10 µl de buffer de la polimerasa 5X 
1 µl de dNTPs (0,2 mM) 
1 µl de cebador directo (10 µM) 
1 µl de cebador reverso (10 µM) 
1 µl de Phusion Hot Start 
5 µl de cDNA 
31 µl de H2O 
98 °C 5 s (desnaturalización inicial) 
98 °C 10 min (desnaturalización) 
X °C 20 s (hibridación)  
72 °C (extensión, 15 s/1 kb)  
98 °C 10 min (desnaturalización) 
72 °C 20 s (hibridación)                                     28 ciclos                     
72 °C 20 s (extensión)  
72 °C 5 min (elongación) 
  4 °C ∞ (almacenamiento)  
Tabla 5.6. Reactivos para la PCR y programa del termociclador para amplificar el cDNA del producto de la 
retrotranscripción. X: temperatura de hibridación específica para cada gen. 
 
 








Tabla 5.11. Reactivos para la PCR y programa del termociclador para amplificar el cDNA del producto de la 
retrotranscripción. 
 
5 ciclos  
 
5 ciclos  
 
5 ciclos  
 
5 ciclos  
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5.5.4. Clonaje del producto de PCR en el vector  
 Una vez obtenido el producto de amplificación esperado, se procedió a su clonaje en el 
vector pCRTM-Blunt II-TOPO®. Para ello, se utilizó el kit Zero Blunt Topo PCR cloning Kit de 
Invitrogen, siguiendo las instrucciones del fabricante.  
 Este vector permite incorporar productos de PCR de extremos romos. La cantidad de 
producto de PCR añadida depende de la intensidad de la banda de PCR obtenida, pudiendo 
variar entre 0,5-4 µl (Tabla 5.7).  
 Una vez preparada la mezcla, se dejó 30 minutos a temperatura ambiente. Durante este 
tiempo, la topoisomerasa I del virus Vaccinia unida covalentemente a los extremos 3’ de cada 
hebra del vector interviene en una reacción química cuyo resultado final es la inserción del 




5.5.5. Transformación de bacterias DH5α por choque térmico 
 La mezcla de ligación se transformó por choque térmico en bacterias competentes de la 
cepa DH5α de Escherichia coli, con 2 µl de ligación por 50 µl de suspensión bacteriana, el 
procedimiento fue el siguiente: 4 °C 30 min, 42 °C 45 s y hielo 2-3 min. 
 Tras el choque térmico, se añadieron 250 µl de medio LB (sin antibiótico) y las bacterias 
se incubaron durante 1 h, a 37 °C y en agitación a fin de permitir su recuperación. Pasado este 
tiempo, la suspensión bacteriana se sembró en una placa de LB con kanamicina (50 µg/ml) y se 
incubó hasta la mañana siguiente a 37 °C. 
 Se seleccionaron las bacterias que contuvieran vectores plasmídicos recombinantes por 
la resistencia a kanamicina codificada en el vector y por la interrupción del gen letal ccdB. Por lo 
que, las colonias que crecieron en el medio con kanamicina tenían el inserto clonado. 
 
 
Reactivos Volumen (µl) 
Producto de PCR 0,5-4 µl 
Sales 1 µl 
Vector 1 µl 
H2O hasta 6 µl 
Tabla 5.7. Mezcla de reactivos necesaria para la ligación del producto de PCR en el vector pCRTM-Blunt II-TOPO®. 
 
 
Tabla 5.12. Mezcla de reactivos necesaria para la ligación del producto de PCR en el vector pCRTM-Blunt II-TOPO®. 
 
 
Tabla 5.12. Mezcla de reactivos necesaria para la ligación del producto de PCR en el vector pCRTM-Blunt II-TOPO®. 
 
 




5.5.6. PCR de colonias bacterianas 
 Se verificó por PCR que las colonias que habían crecido sobre la placa con kanamicina 
contenían el gen buscado. Para ello, se picaron colonias individuales, se pusieron a crecer en 
medio LB y se incubaron durante 5 min a 95 °C. Las bacterias lisadas se centrifugaron a 4000 rpm 
durante 5 min en una microcentrífuga Sorvall Legen micro 17 (rotor 24 x 1.5/2.0 ml), y con el 
sobrenadante obtenido se preparó la reacción de PCR detallada en la tabla 5.8.  
  
 Se eligió una temperatura intermedia entre las temperaturas de hibridación de la 
secuencia completa de los cebadores directo y reverso. El producto amplificado se analizó por 
electroforesis en un gel de agarosa al 1 % en TAE 1X (Figura 5.1). Las colonias positivas para el 










Reactivos Programa de PCR  
5 µl de buffer de la polimerasa 10X 
1 µl de dNTPs (0,2 mM) 
1 µl de cebador directo (10 µM) 
1 µl de cebador reverso (10 µM) 
0,5 µl de Taq Ibian 
5 µl de DNA (sobrenadante) 
36,5 µl de H2O 
94 °C 5 min (desnaturalización inicial) 
94 °C 1 min (desnaturalización) 
X °C 1 min (hibridación) 
72 °C 1,5 min (extensión, 30 s/0,5 kb) 
72 °C 5 min (elongación) 
4 °C ∞ (almacenamiento) 
Tabla 5.8. Reactivos para la PCR y programa para amplificar la secuencia codificante del gen GAPDH clonada en el 
plásmido aislado de las bacterias. X: temperatura de hibridación específica para cada gen.   
 
 
Tabla 5.13. Reactivos para la PCR y programa para amplificar la secuencia codificante del gen PCYT1A clonada en el 
plásmi o aislado de las bacterias.   
 
 
Tabla 5.13. Reactivos para la PCR y programa para amplificar la secuencia codificante del gen PCYT1A clonada en el 
plásmido aislado de las bacterias.   
 
 
Tabla 5.13. Reactivos para la PCR y programa para amplificar la secuencia codificante del gen PCYT1A clonada en el 
plásmido aislado de las bacterias.   
 
Figura 5.1. Screening por PCR del sobrenadante de 6 colonias que han crecido en la placa de LB+kanamicina con los 
cebadores GAPDH-F y GAPDH-R. Gel de agarosa al 1 % en TAE 1X. Condiciones: 100 V, 30 min.   
 
 
Figura 4. Screening por PCR del sobrenadante de 6 colonias que han crecido en la placa de LB+kanamicina con los 
cebadores PCYT1A-F y PCYT1A-R. Gel de agarosa al 1 % en TAE 1X. Condiciones: 100 V, 30 minutos.   
 
 
Figura 4. Screening por PCR del sobrenadante de 6 colonias que han crecido en la placa de LB+kanamicina con los 
cebadores PCYT1A-F y PCYT1A-R. Gel de agarosa al 1 % en TAE 1X. Condiciones: 100 V, 30 minutos.   
 
 
Figura 4. Screening por PCR del sobrenadante de 6 colonias que han crecido en la placa de LB+kanamicina con los 




















5.5.7. Secuenciación del gen clonado en las colonias recombinantes 
 Se utilizó el servicio de secuenciación de DNA de la empresa Secugen S.L. (Madrid) para 
comprobar que el gen de interés se clonó en el vector comercial sin mutaciones.  
 Para ello, se extrajo DNA plasmídico de cultivos bacterianos utilizando el kit comercial 
GenEluteTM Plasmid Miniprep Kit de Sigma, siguiendo las indicaciones del fabricante. Se 
determinó la concentración y pureza del DNA aislado y se prepararon muestras de vector para 
la secuenciación. Se utilizaron los cebadores universales M13 Forward y M13 Reverse, cuyos 
puntos de hibridación delimitan la región en la que se ha introducido el producto de PCR. Por 
último, se analizó la lectura de las reacciones de secuenciación con los cebadores directo y 
reverso mediante el programa BioEdit. 
5.6. Clonación del fragmento de DHODH  
Para asegurar el correcto reconocimiento del anticuerpo de DHODH utilizado, se 
construyó el fragmento de la proteína que la casa comercial empleó para generar el anticuerpo. 
5.6.1. Clonación y transformación en E. Coli BL21 
El fragmento DHODH (aminoácidos 32-141) se amplificó a partir de cDNA de una línea 
de fibroblastos humanos y se clonó en el vector de expresión bacteriano pET-28a, entre los sitios 
de restricción NdeI y NotI.  Los primers usados fueron: 
• 32-141DHODH-F: 5´3´ CATATGGGAGATGAGCGTTTC 
• 32-141DHODH-R: 5´3´ GCGGCCGCTAAGCTTGGTCCTCAGGGA   
Se transformaron células E. Coli BL21 con el plásmido pET-28a- DHODH (32-141) utilizando 








5.6.2. Expresión y purificación del péptido  
  La colonia de E.Coli BL21 con el plásmido pET-28a- DHODH (32-141) se inoculó en 10 ml 
de cultivo en tubos de 50 ml (conteniendo medio LB con 30 µg/ml de kanamicina).  El cultivo se 
incubó, durante toda la noche, en un agitador orbital a 180 rpm y 37 °C.  Posteriormente, se 
inocularon 100 µl del cultivo en 10ml de LB fresco con 30 µg/ml de kanamicina. Se incubó en 
agitación orbital hasta alcanzar un OD de 0,8-1. El cultivo se indujo por adición de IPTG a una 
concentración final de 100 mM IPTG durante 24 h.  Las células se recogieron por centrifugación 
a 2585 x g, 20 min a 4 °C y se resuspendieron en 600 µl de tampón fosfato potásico 50mM, pH 
8. La solución se lisó en un equipo de ultrasonidos Up200S (Hieslscher), con 6 ciclos de 30 s y 
una amplitud del 80 %, 6 ciclos de 0,5 s y 30 s de descanso entre ciclos. Este proceso se repitió 
entre 10 y 12 veces, manteniendo el tubo en baño de hielo, para posteriormente, centrifugar la 
suspensión durante 5 min a 12100 x g y 4 °C.  
La expresión de la proteína se analizó en geles de poliacrilamida del 14 %.  
5.7. Manipulación y análisis de proteínas 
5.7.1. Determinación de la cantidad de proteínas totales por el método de 
Bradford 
 Esta técnica permitió corregir las actividades enzimáticas o calcular el volumen de 
muestra necesario para las técnicas basadas en detección de proteínas (Western blot en nuestro 
caso), obteniendo la cantidad de proteínas totales presentes en un homogenado celular. El 
procedimiento está basado en la medida de la cantidad de proteínas totales por una reacción 
colorimétrica. Se realizó una recta de calibrado con albúmina sérica bovina, BSA (Sigma), 
partiendo de un stock de 1 mg/ml. Para ello, se preparó en agua destilada una serie de diluciones 















El reactivo de Bradford se diluyó en una proporción 1:5 en agua destilada, y se conservó 
tapado de la luz. Se utilizaron placas de 96 pocillos y se midió la absorbancia a 595 nm en el 
lector de placas Novostar de BMG-Labtech. En cada pocillo de la placa se añadieron 10 µl de 
muestra o patrón de la recta y 200 µl de reactivo de Bradford. 
 Con los valores de absorbancia de las diluciones de BSA se construyó una recta de 
calibrado (Figura 5.2) y se interpolaron los valores de absorbancia de las muestras. La dilución 











Concentración (mg/ml) Agua (μl) BSA (μl) 
Blanco 1000 0 
0,05 950 50 
0,1 900 100 
0,2 800 200 
0,3 700 300 
0,4 600 400 
0,5 500 500 
Figura 5.2. Representación gráfica de la recta de calibrado. Concentraciones de BSA frente a absorbacia a 595 
nm. 
Tabla 5.8. Tabla con las cantidades para preparar las diluciones de la recta de calibrado, en la determinación de 
proteínas totales por el método de Bradford. 
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5.7.2. Método para el análisis de proteínas por Western blot  
5.7.2.1. Materiales y equipos utilizados 
 El Tris/HCl, cloruro de sodio (NaCl), desoxicolato de sodio (NaDOC), ácido 
etilendiaminotetraacético (EDTA), Tritón X-100, cocktail de inhibidores de proteasas, glicina, 
N,N, N´,N´- tetrametiletilendiamina (TEMED), β-mercaptoetanol, azul de bromofenol, y Tween 
20, inhibidor de proteasas, azul de Coomasie y ácido acético procedieron de Sigma. La 
acrilamida, bisacrilamida, persulfato amónico (APS) y dodecilsulfato sódico (SDS) procedieron 
de Serva. El metanol (grado HPLC) procedió de Panreac.  
 Los geles Mini-PROTEAN TGX™ Precast Gels y las membranas Trans-Blot® Turbo™ 
Transfer Pack (0,2 μm PVDF) fueron de Bio-Rad. Las membranas de PVDF para la fijación de 
proteínas fueron membranas HybondTM –P de Amersham. Las autorradiografías utilizadas en 
la detección de proteínas fueron HyperfilmTM ECL de Amersham. Los reactivos utilizados para 
el revelado por quimioluminiscencia fueron SuperSignalWest Pico Mouse IgG Detection Kit de 
Pierce. 
 Cuando se hicieron geles SDS-TRIS-Glicina se utilizó el sistema Mini-PROTEAN® 3 Cell. La 
transferencia de proteínas se realizó mediante transferencia húmeda utilizando el sistema de 
MiniTrans-Blot o empleando el sistema de transferencia Trans-Blot® Turbo™ Transfer Stacks, 
todo procedente de Bio-Rad. Se empleó también una centrifuga Eppendorf modelo 5415R, el 
sistema de imágenes Odyssey® de LI-COR Biosciences. 












5.7.2.2. Extracción de proteínas 
5.7.2.2.1. Extracción de proteínas de líneas celulares 
 Después de someter las células a diversos tratamientos, se tripsinizaron y centrifugaron 
5 min a 378 x g. El pellet celular resultante se lavó con 1 ml de PBS y tras otra centrifugación se 
resuspendió en un volumen de tampón de lisis (Ripa): 50 mM Tris/HCl, 50 mM NaCl, 0.5 % 
NaDOC, 5 mM EDTA y 1 % de Tritón X-100. A continuación, la muestra se incubó en una noria 
giratoria durante 15 min a 4 °C, para favorecer la rotura de las membranas celulares mediante 
el detergente y se centrifugó a 4 °C durante 15 min a 15700 x g para eliminar los restos celulares. 
Después se recuperó el sobrenadante y se congeló a -80 °C hasta su uso. 
5.7.2.2.2. Extracción de proteínas de tejido cerebral 
 Para la extracción de proteína a partir de tejido de cerebro, se prepararon homogenados 
de 100 mg de tejido que se resuspendieron en 400 µl de Buffer TBS pH 7,4 (Tris Base 20 mM, 
NaCl 150 mM) e inhibidor de proteasas 1:10. Las muestras se homogenizaron en el potter 10 
veces a 500 revoluciones. Posteriormente, se centrifugaron a 4 °C durante 30 min a 15700 x g. 
Después se recuperó el sobrenadante y se congeló a -80 °C hasta su uso.  
Anticuerpo Especie Dilución Proveedor 
Anti-DHODH Pc, conejo 1:500 Biorbyt 
Anti-DHODH Mc, ratón 1-5 µg/ml Abcam 
Anti-CAD Mc, conejo 1:500 Abcam 
Anti-p.MTCO1 Mc, ratón 1:500 Abcam 
Anti-α-Tubulina Mc, ratón 1:4000 Sigma 
Anti-SDHA Mc, ratón 1:1000 Thermo Scientific 
Anti-β-actina Mc, ratón 1:1000 Sigma 
Anti-conejoIgGDyLight™ 680 Cabra 1:15000 Thermo Scientific 
Anti-conejoIgGDyLight™ 800 Cabra 1:15000 Thermo Scientific 
Anti-ratónIgGDyLight™ 680 Cabra 1:15000 Thermo Scientific 
Anti-ratónIgGDyLight™ 800 Cabra 1:15000 Thermo Scientific 
Anti-conejo (H+L) peroxidasa conjugada Cabra 1:5000 Thermo Scientific 
Anti-ratón (H+L) peroxidasa conjugada Cabra 1:5000 Thermo Scientific 
Tabla 5.9. Tabla resumen de anticuerpos primarios y secundarios empleados para la inmunodetección de proteínas 
por Western-blot. Mc: monoclonal, Pc: policlonal. 
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5.7.2.3. Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS 
 La separación electroforética de las proteínas se realizó en geles de poliacrilamida, que 
permiten la separación de las mismas en función de su peso molecular. Para ello, se utilizó el 
método de Laemmli [220] o SDS-tris-glicina. Los geles SDS-TRIS-Glicina realizados se hicieron 
utilizando el sistema Mini-PROTEAN® 3 Cell. 
 A continuación, se resumen las disoluciones necesarias para la realización de estos geles.  
 -Acrilamida stock: Acrilamida/bisacrilamida 29:1 (30 %). 
 -Tampón separador: Tris-HCl 1,5 M pH 8,8; SDS 0,4 %; EDTA 8 mM. 
 -Tampón concentrador: Tris-HCl 0,5 M pH 6,8; SDS 0,4 %; EDTA 8 mM. 
 -Tampón electroforesis 10X: Tris-HCl 25 mM; glicina 192 mM; SDS 0,1 %. 
 -Tampón de carga 4X: Glicerol 20 %; Tris-HCl 0,16 M pH 6,8; EDTA 20 mM; SDS 8 %, azul 
de bromofenol 0,4 %, β-mercaptoetanol 4 %. 
 Para la preparación del gel, se añadió primero la fase del gel separador, cuya 





 La mezcla se añadió en el montaje evitando formar burbujas hasta que llegó a ocupar 
más o menos tres cuartas partes del montaje. A continuación, se adicionó isopropanol para 
estabilizar el frente del gel y evitar el contacto del mismo con el oxígeno del aire (que dificulta 
la polimerización) y se esperó hasta que gelificara. Seguidamente se retiró el isopropanol, se 
lavaron los restos 2 ó 3 veces con agua destilada y se secó bien el montaje con papel de filtro. 
Después se añadió la fase del gel concentrador (Tabla 5.11). 
 
Componente 0,75 mm 1,5 mm 
Acrilamida stock 1,7 ml 3,3 ml 
Tampón separador 4x 1,25 ml 2,5 ml 
Agua 2 ml 4 ml 
10 % Persulfato amónico (APS) 100 µl 100 µl 
TEMED 10 µl 10 µl 










Después de añadir el volumen necesario de esta fase, se colocó el peine. Una vez 
polimerizado se sacó el peine, se lavaron bien los pocillos con tampón de electroforesis, y se 
prepararon las muestras para cargar. Las muestras preparadas (apartado 5.4.2.2.) y 
cuantificadas tal y como se explica en el apartado 5.4.1, se mezclaron con tampón de carga y se 
desnaturalizaron durante 5 min a 100 °C. A continuación, se cargaron en el gel entre 20 y 60 g 
de proteínas totales. La electroforesis se realizó con el tampón de electroforesis 1X a un 
amperaje constante de 10 mA hasta que las muestras entraron en el gel separador, y a 20 mA el 
resto del tiempo, hasta que el frente alcanzó la parte inferior del gel. Cuando se utilizaron geles 
comerciales, la electroforesis se realizó a 50 V hasta que las muestras salieron de los pocillos y a 
continuación se mantuvo a un voltaje constante de 200 V hasta que se alcanzó la parte inferior 
del gel. 
5.7.2.4. Transferencia a membranas PVDF 
 Para la transferencia de proteínas a membranas PVDF se utilizó el sistema Mini Trans-
Blot para transferencia húmeda. Una vez terminada la electroforesis, el gel se equilibró en 
tampón de transferencia (Tris 38 mM, Glicina 39 mM, Metanol 20 %). Paralelamente se preparó 
la membrana para la transferencia. Para ello se realizaron los siguientes lavados para 
equilibrarla: 30 segundos en metanol, agua destilada y tampón de transferencia. Los papeles de 
filtro y las almohadillas también se humedecieron en tampón de transferencia. Cuando se 
equilibró la membrana y el gel, se realizó el montaje de los elementos necesarios para la 
transferencia húmeda, el casete se montó con la parte más oscura hacia abajo y se ordenó de la 
siguiente forma (de abajo hacia arriba): almohadilla, papel de filtro, gel, membrana, papel de 
filtro y almohadilla (Figura 5.3). El casete se cerró y se colocó en el módulo de electrodos. 
 
 
Componente 0,75 mm 1,5 mm 
Acrilamida stock 325 µl 650 µl 
Tampón separador 4x 630 µl 1,26 ml 
Agua 1,5 ml 3 ml 
10 % Persulfato amónico (APS) 100 µl 100 µl 
TEMED 10 µl 10 µl 
Tabla 5.11. Composición del gel concentrador de SDS-tris-glicina. Las cantidades son para espaciadores de 0,75 mm. 
Tabla 5.4. Fase del gel concentrador del gel SDS-tris-glicina: cantidad de las disoluciones para la preparación de la 
fase del gel concentrador en la electroforesis de proteínas con SDS-PAGE-Glicina. Las cantidades son para 
espaciadores de 0,75 mm. 
Tabla 5.4. Fase del gel concentrador del gel SDS-tris-glicina: cantidad de las disoluciones para la preparación de la 
fase del gel concentrador en la electroforesis de proteínas con SDS-PAGE-Glicina. Las cantidades son para 
espaciadores de 0,75 mm. 
Tabla 5.4. Fa e del gel concentrador del gel SDS-tris-glicina: cantidad de las disoluci nes para la preparación de la 
fase del gel concentrador en la electroforesis de proteínas con SDS-PAGE-Glicina. Las cantidades son para 











 En la cubeta de transferencia se colocó un bloque de hielo y un agitador para ayudar a 
mantener la temperatura del tampón y permitir su distribución uniforme. La transferencia se 
realizó a una temperatura de 4 °C y un voltaje constante de 80 V durante 2 h. Al terminar la 
transferencia, la membrana se tiñó con una solución de rojo Ponceau, colorante que se une 
específicamente a las proteínas y permite comprobar la eficacia de la transferencia. Finalmente, 
la membrana se lavó bien con agua destilada y con PBS, tras lo cual o bien se conservó a 4 °C 
envuelta en film de plástico hasta su uso, o se continuó con la inmunodetección de proteínas. 
 También se realizó transferencia de proteínas en el sistema de transferencia Trans-Blot® 
Turbo™ siguiendo las instrucciones del equipo, se utilizó el programa HIGH MW para proteínas 
menores de 150 kDa con una duración de 10 min en geles de acrilamida de 0,75 mm, o el 
programa 1,5 mm GEL para proteínas de cualquier tamaño en geles de 1,5 mm.  
5.7.2.5. Inmunodetección de proteínas mediante Western-blot 
5.7.2.5.1. Incubación con los anticuerpos primario y secundario 
 La membrana se bloqueó con PBS al 5 % p/v de leche desnatada en polvo y se incubó 1 
h a temperatura ambiente, o bien toda la noche en la cámara fría. En los casos donde la 
detección de proteínas se llevó a cabo a través del sistema de imagen Odyssey, el bloqueo se 
realizó con PBS al 5 % p/v en leche desnatada sin Tween, y para peroxidasa con Tween 1x. 
Después se realizaron 3 lavados de 10 min cada uno con PBS-Tween (PBS-T), para eliminar los 
restos de la solución de bloqueo. El anticuerpo primario se incubó en PBS-T al 1 % de leche 
desnatada en polvo durante 2 h a temperatura ambiente o toda la noche a una temperatura de 
4 °C. 




 Transcurrido este tiempo, se realizaron nuevamente 3 lavados de 10 min con PBS-T, para 
arrastrar posibles restos de anticuerpo primario. Seguidamente, se incubó la membrana durante 
1 h con el anticuerpo secundario en PBS-T al 0,1 % de leche desnatada en polvo. Después de 
esto, se realizaron otros 3 lavados de 10 min con PBS-T para eliminar las trazas de anticuerpo 
secundario y se procedió a la detección, tal y como se explica en el apartado (5.4.2.5.2). Las 
concentraciones adecuadas de anticuerpo primario y secundario se muestran en la tabla 5.2. 
5.7.2.5.2. Detección de proteínas 
 La membrana se incubó durante 5 minutos con el sustrato quimioluminiscente del kit 
SuperSignalWest Pico IgG Detection Kit y la luminiscencia de dicha reacción se detectó 
mediante una placa autorradiográfica y su posterior revelado. El tiempo de revelado dependió 
de la cantidad de muestra aplicada y de la sensibilidad del anticuerpo utilizado. Tras el revelado 
las películas radiográficas se secaron al aire y digitalizaron para su posterior cuantificación. 
 También se utilizó el sistema de imágenes Odyssey® que utiliza dos canales 
fluorescentes infrarrojos (700 y 800 nm) para la detección y análisis simultáneo de proteínas. 
Las membranas fueron escaneadas y procesadas según los requerimientos del equipo. Una vez 
obtenidas las imágenes las bandas fueron cuantificadas con el programa Imagen Studio (IS) 
versión 2.0. 
5.7.2.6. Reutilización de membranas 
 Cuando se quiso reutilizar una membrana después de la detección, ésta se incubó con 
solución de Stripping (2-mercaptoetanol 100 mM, SDS 2 %, Tris-HCl 62,5 mM pH 6,7) a 58 °C 
durante 20-30 min. Seguidamente, se realizaron dos lavados de 10 min a temperatura ambiente 
con PBS-T para eliminar las trazas de solución de stripping, y se procedió a la siguiente 









5.8. Huella peptídica 
5.8.1. Preparación de las muestras 
Las muestras a estudiar se cargaron en un gel SDS-PAGE por duplicado. Una mitad de 
gel se transfirió a una membrana para la posterior inmunodetección por Western blot de la 
proteína de interés, mientras que la otra mitad se tiñó con azul de Coomassie. Una vez realizado 
el Western blot, la autorradiografía se superpuso con el gel teñido y se recortó, con la ayuda de 
un bisturí estéril, la banda correspondiente, que se almacenó sumergida en agua milliQ y se 
envió al Centro de Genómica y Proteómica de la Universidad Complutense de Madrid. 
Las proteínas presentes en las bandas o spots de gel se digirieron con Tripsina. Las 
muestras fueron reducidas con 10 mM de ditiotreitol (DTT) en 25 mM de bicarbonato amónico 
a 56 °C durante 30 min y luego se alquilaron con 25 mM de Iodacetamida (IAM) en 25 mM de 
bicarbonato amónico durante 15 min en oscuridad. Finalmente, las muestras fueron digeridas 
con 12.5 ng/µl de tripsina grado secuenciación (Roche Molecular Biochemicals) en bicarbonato 
amónico 25 mM (pH 8.5) y se incubó overnight a 37 °C. Los péptidos resultantes se recogieron 
para ser analizados por espectrometría de masas tipo MALDI-TOF/TOF. 
5.8.2. Análisis mediante MALDI-TOF/TOF 
5.8.2.1. Aplicación en Placa de MALDI 
Se depositó 1 µl de los péptidos obtenidos de cada una de las muestras en cada pocillo 
de la placa portamuestras de MALDI y se dejó secar al aire a Tª ambiente. Se añadió 0.6 µl de 
matriz (ácido α-cyano-4-hydroxy-cinnamic (Sigma) a una concentración de 3 mg/ml en 50 % 
acetonitrilo, 0.1 % de TFA) a cada una, y se dejó secar antes de introducir la placa para su análisis 
en el espectrómetro de masas. 
5.8.2.2. Adquisición de espectros MS 
El análisis de masas se realizó en un espectrómetro de masas en tándem, 4800 Plus 
Proteomics Analyzer MALDI-TOF/TOF (Applied Biosystems, MDS Sciex, Toronto, Canadá) 
equipado con un láser de Nitrógeno (Nitrogen laser diode-pumped Nd:YAD 355 nm), extracción 
retardada y reflector. El equipo operó en modo reflector positivo con un voltaje de aceleración 
de 20.000 V para la adquisición de los espectros MS. Todos los espectros fueron calibrados 
internamente utilizando los valores m/z conocidos de los péptidos procedentes de la autolisis 
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de la tripsina. Como resultado de este primer análisis de masas se obtuvo un espectro MS o 
huella peptídica de la proteína (PMF: peptide mass fingeprint) que se utilizó para su 
identificación contra la base de datos. 
Para la confirmación de las proteínas identificadas por PMF y/o para la búsqueda de 
proteínas adicionales en cada banda del gel se realizaron análisis MS/MS o fragmentación de 
péptidos.  
Así, en el espectro MS se seleccionaron péptidos precursores, con el fin de confirmar sus 
secuencias de aminoácidos. Intentando que tuvieran buena señal de intensidad y que estuvieran 
separados de otros péptidos como mínimo en +/- 4 Da (ventana de Masa), para poder ser 
aislados, cada uno de ellos en un análisis independiente, en una cámara y fragmentados por 
colisión con gas atmosférico (Collision Induced Disociation, CID) con el método de operación de 
1Kv ion reflector en modo positivo. Los espectros MS/MS obtenidos de cada uno de los péptidos 
precursores se enfrentaron a los espectros de fragmentación teóricos de los péptidos anotados 
en las bases de datos para confirmar su secuencia y la proteína a la que pertenecen. 
5.8.3. Búsqueda en bases de datos 
5.8.3.1. Identificación por huella peptídica 
La identificación de las proteínas por huella peptídica se realizó con el motor de 
búsqueda MASCOT v 2.3 a través del software Global Protein Server (GPS) v. 3.6 (ABSCIEX), 
utilizando las bases de datos de proteínas SwissProt 20170116 (553231 secuencias; 197953409 
residuos) con restricción taxonómica a “Human” (20130 secuencias). Los parámetros de 
búsqueda fueron: carbamidometilación de cisteínas como modificación fija, oxidación de 
metioninas como modificación variable, tolerancia de error de masa para los péptidos, 50 ppm 
y hasta un punto de corte perdido permitido para la tripsina. 
Las proteínas identificadas superan la puntuación (score) que estima el algoritmo 






5.8.3.2. Identificación por huella peptídica combinada con MS/MS 
Los parámetros de búsqueda fueron los mismos utilizados en la identificación por huella 
peptídica a excepción de la tolerancia del error para la masa del precursor que podía llegar hasta 
100 ppm y la tolerancia en las masas de los fragmentos (MS/MS) de 0.3 Da. 
Los péptidos fragmentados identificados superaron la puntuación individual del ion que 
determina MASCOT como significativa con un p < 0.05. 
5.9. Análisis de Proteómica Dirigida: PRM 
5.9.1. Preparación de las muestras 
Los péptidos procedentes de la digestión de las bandas o spots se desalaron y 
concentraron mediante cromatografía de fase reversa C18 en punta (ZipTip, Merck Millipore). 
Los péptidos fueron disueltos con acetonitrilo al 80 % y ácido trifluoroacético 0,1 %. Finalmente, 
las muestras se secaron en el Speed-vac y resuspendieron en 2 % AN, 0,1 % ácido fórmico, antes 
del análisis Nano LC-MS/MS.   
5.9.2. Identificación de proteínas por proteómica dirigida (PRM) 
5.9.2.1. Diseño del método PRM 
Se usó Skyline (64 bits) versión 4.1 para construir y optimizar el método de 
monitorización de reacción en paralelo (PRM) para la detección de péptidos únicos de la enzima 
DHODH, denominada PYRD en UniProt [221].La secuencia con formato FASTA de la proteína 
PYRD se usó para la digestión in silico tríptico (KR |P), restringiendo la predicción de péptidos a 
aquellos que varían de 8 a 25 aminoácidos de longitud y suponiendo un máximo de 1 escisión 
omitida para la tripsina. Los péptidos que incluían cisteína y metionina se evitaron cuando fue 
posible. Si la cisteína estaba en la secuencia peptídica, esto se consideró como carbamidometil 
Cys, y en el caso de la metionina podría oxidarse o no. 
Los candidatos diana para cada péptido incluyen tanto iones precursores con carga 
doble o triple, así como precursores modificados. Skyline se utilizó para predecir y optimizar las 
energías de colisión para cada péptido. El método resultante se exportó al software de 
adquisición del espectrómetro de masas Xcalibur 4.0 (Thermo Scientific). 
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Se desarrollaron métodos PRM adicionales en péptidos. Por lo tanto, se utilizó 
intensidad de pico baja, resolución de pico de baja calidad o incapacidad para identificar tres 
iones de transición en péptidos, para eliminar los péptidos candidatos de los ensayos finales. Los 
métodos finales de PRM incluyeron una proteína, 49 péptidos y 112 precursores. 
5.9.2.2. Cromatografía líquida y análisis de espectrómetros de masas 
El extracto de proteína desalada se analizó mediante RP-LC-ESI-MS / MS en un sistema 
EASY-nLC 1000 acoplado al espectrómetro de masas Q-Exact HF a través de la fuente de 
pulverización Nano-Easy (todos de Thermo Scientific, mississagua, ON, Canadá). 
El péptido se cargó primero en una columna Acclaim PepMap 100 Trapping (Thermo 
Scientific, 20 mm x 75 μm ID, resina C18 de 3 μm con tamaño de poro de 100 Å) usando tampón 
A (fase móvil A: 2 % de acetonitrilo, 0,1 % de ácido fórmico) y luego se separaron y se eluyeron 
en una columna analítica de resina C18 NTCC (Nikkyo Technos Co., Ltd. de 150 mm x 75 μm ID, 
3 μm de resina C18 con 100 Å de tamaño poro) con una boquilla de pulverización integrada. Se 
empleó un gradiente de 5 % a 30 % de tampón B (100 % de acetonitrilo, 0,1 % de ácido fórmico) 
en tampón A en 70 min, seguido de 30 a 45 % en 15 min a un caudal constante de 250 ml / min. 
La adquisición de datos se realizó con un espectrómetro de masas cuadrupolo-Orbitrap 
Q-Exactivo HF Q Exact HF (Thermo Scientific). Los datos se adquirieron utilizando un voltaje de 
ionización de 1,8 Kv y una temperatura de transferencia iónica de 250 °C. 
Todos los datos fueron adquiridos usando métodos Full MS y PRM en modo positivo con 
el software Xcalibur 4.1. Método completo de Ms monitorizado en un rango de m/z de 220-1600 
Da con una resolución de masa de 120,000 y un objetivo de control automático de ganancia 
(AGC) de 3E6 a un tiempo de inyección máximo (ITmax) de 200 ms. El PRM aisló los valores m/z 
del péptido diana de una lista de inclusión (precursor 112 de 49 péptidos) con una ventana de 2 
m/z. Los tiempos de inyección se ajustaron a 100 ms para el análisis de péptidos. Para la 
exploración MS2, se realizó una fragmentación por disociación colisional de mayor energía 
(HCD) con una energía de colisión normalizada (NCE) del 27 %; los fragmentos resueltos se 






5.9.3. Análisis de datos 
Los datos adquiridos en Q-EXACTIVE HF se analizaron en el software Skyline v 4.1 donde 
se inspeccionaron manualmente para confirmar los péptidos y las transiciones que 
proporcionaron la detección precisa de péptidos / proteínas. 
Los datos de MS / MS se analizaron a traves del software Proteome Discoverer v.2.2 
(Thermo Scientific) con el motor de búsqueda MASCOT 2.6 (MatrixScience, Londres, RU) o 
SEQUEST HT para identificar los péptidos frente a la base de datos DataBase con la secuencia 
fasta de proteína diana (DHODH), base de datos de contaminantes (secuencia 247) y SwissProt 
DataBase con restricción taxonómica para humanos (553089 secuencias; 2017/02/21). Las 
búsquedas se realizaron asumiendo la digestión con tripsina con un máximo de 2 rupturas 
omitidas; una tolerancia de masa iónica de fragmento de 0,1 Da y una tolerancia de ion de origen 
de 10 ppm. Se especificó carbamidometilcisteína como modificación fija y oxidación de 
metionina como modificaciones variables. 
Las identificaciones de péptidos basadas en datos de MSMS se aceptaron si podían 
establecerse a más del 95 % de IC (p<0,05) y luego se usaron en Skyline para generar una 
biblioteca espectral. Los criterios de aceptación para la identificación de proteínas fueron una 
tasa de descubrimientos falsos (FDR) de menos del 1 % y al menos un péptido identificado con 
alta confianza (IC> 95 %). 
Para confirmar la detección de la proteína DHODH, los datos se procesaron frente a la 
biblioteca MRM en Skyline para garantizar la coherencia entre las transiciones detectadas y las 










5.10. Método para el análisis de proteínas por citometría de flujo 
5.10.1. Equipos y materiales utilizados en citometría 
 Para la citometría se utilizaron los siguientes reactivos: paraformaldehído 4%, PBS, de 
Sigma y IC Permeabilization Buffer 5x de Invitrogen. Se utilizó la centrifuga marca Eppendorf, 
MiniSpin® plus. Las muestras se analizaron en los citómetros de flujo FACScan BD y Beckman 





5.10.2. Detección de proteínas por citometría de flujo 
 Tras el tratamiento de diferenciación, las células se tripsinizaron y se lavaron con PBS. 
Las células se fijaron con formaldehido al 4 % durante 15 min a 4°C. De nuevo, se volvieron a 
lavar con PBS y se centrifugaron a 4500 x g durante 5 min. Posteriormente, las células se 
resuspendieron en 200 µl de IC Permeabilization Buffer 5x (de Invitrogen) en donde se solubilizó 
el anticuerpo primario. Los anticuerpos primarios se incubaron overnight a 4 °C. Terminada la 
incubación, las muestras se lavaron con PBS y se centrifugaron a 4500 x g durante 5 min. El 
anticuerpo secundario se resuspendió de igual forma que el anticuerpo primario y se incubó a 
temperatura ambiente durante aproximadamente 1 hora, protegido de la luz. Tras la hora, se 
lavaron con PBS y se centrifugaron a 4500 x g durante 5 min. Al finalizar se resuspendieron en 
un volumen de PBS y se analizaron por citometría de flujo. Se utilizó el canal FL1. Los resultados 




Anticuerpo Especie Dilución Proveedor 
Anti-Tirosina Hidroxilasa (TH) Pc, conejo 1:200 Sigma 
Anti-βIII-Tubulina (TUBB3) Pc, conejo 1 µg/ml Abcam 
Alexa Fluor 488 Pc, ratón 1:1000 Molecular probe 
Tabla 5.12. Anticuerpos citometría utilizados para la inmunodetección de proteínas por citometría. Mc: monoclonal; 
Pc: policlonal. 
 
Figura 5.3. Gráfica de consumo de oxígeno durante la titulación de FCCP utilizando un oxígrafo de alta resolución 
Oroboros® Oxygraph-2k. Imagen del consumo de oxíge o de células SH-SY5Y.  Línea azul: concentración de oxígeno. 
Línea roja: flujo de oxígeno en la cámara. 
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Figura 5.3. Gráfica de consumo de oxígeno durante la titulación de FCCP utilizando un oxígrafo de alta resolución 
Oroboros® Oxygraph-2k. Imagen del c nsumo de oxígeno e células SH-SY5Y.  Línea azul: concentración de oxígeno.




5.11. Consumo de oxígeno  
5.11.1. En células intactas 
 El consumo de oxígeno se midió con un oxígrafo de alta resolución (Oroboros®), 
asociado al software DatLab utilizado para la adquisición y análisis de datos. 
 Para esta técnica se partió de células con una confluencia del 80 %, que se tripsinizaron 
y centrifugaron a 378 x g durante 5 min. A continuación, se contaron y el pellet celular obtenido 
se diluyó de tal forma que en 2 ml (volumen introducido en la cámara de medida) hubiera 1 x 
106 células por ml. Después de introducir la muestra, se cerró la cámara, y una vez que se 
estabilizó el flujo se obtuvo la denominada respiración endógena o de rutina. Seguidamente, se 
fue añadiendo concentraciones crecientes de los diferentes tóxicos empleados para poder 
analizar su efecto en el consumo de oxígeno. Una vez titulada la droga, se añadió KCN para 
asegurarse que el consumo de oxígeno provenía de la ETC (Figura 5.4). 
Para una correcta determinación del consumo de oxígeno las pruebas deben realizarse 
en al menos tres experimentos independientes y alternarse las cámaras de medida para evitar 





Figura 5.4. Gráfica de consumo de oxígeno durante la titulación de FCCP utilizando un oxígrafo de alta resolución 
Oroboros® Oxygraph-2k. Imagen del consumo de oxígeno de células SH-SY5Y.  Línea azul: concentración de oxígeno. 
Línea roja: flujo de oxígeno en la cámara. 
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5.11.2. En tejido cerebral 
5.11.2.1. Preparación de las muestras 
El cerebro extraído se conservó en medio BIOPS (50 mM K+-MES, 20 mM taurina, 0,5 
mM ditiotreitol, 6,56 mM MgCl2, 5,77 mM ATP, 15 mM fosfocreatina, 20 mM imidazol, 10 mM 
Ca-EGTA buffer (2,77 mM CaK2EGTA + 7,23 mM K2EGTA) a pH 7.1), hasta su utilización. Se realizó 
el pesaje del tejido en peso húmedo. Las muestras se homogenizaron en el potter 16 veces a 
1000 revoluciones [136], en una proporción de 100 mg de tejido por ml de Medio de respiración 
mitocondrial (MIR05): 110 mM sacarosa, 60 mM K+-lactobionato, 0,5 mM EGTA, 3 mM MgCl2, 
20 mM taurina, 10 mM KH2PO4, 20 mM HEPES y 1 g/l BSA a pH 7.1. 
Debido a la naturaleza del tejido, esté solo mantiene sus características durante una 
hora, por lo que los experimentos se realizaron inmediatamente después de la extracción de la 
muestra. 
5.11.2.2. Respiración 
Una vez homogenizadas las muestras se realizó una medida del consumo para 
asegurarse que el procedimiento de extracción era el adecuado. Para ello, se cargó 10 mg de 
tejido por ml de medio en cada cámara y se observó si la respiración aumentaba al añadir una 
concentración de 100 µM de succinato (las células estaban lisadas correctamente) y si se 
mantenía con una concentración de 15 µM de citocromo C (las membranas mitocondriales 
estaban intactas) [222]. 
Para el consumo de oxígeno en presencia de dihidroorotato, al medio MIR05 se le añadió 
2 mg de ácido dihidroorotico (6,3 mM) y se ajustó el pH a 7. Tras pesar y homogenizar la muestra, 
se resuspendió parte en medio MIR05 normal y parte en el MIR05 + dihidroorotato. Para 









5.12.1. Preparación de las muestras 
 Para la realización de histoquímicas se partió de tejido cerebral congelado. Se creó el 
bloque de OCT orientando la muestra en el sentido que nos interese en cada caso (corte coronal 
en este caso).  
 Los cortes se realizaron en el criostato, previamente enfriado, y se conservaron a -80 °C. 
El tamaño del corte dependió de la tinción que se vaya a realizar. Las muestras se atemperaron 
durante una hora antes de la realización de cualquier tinción. 
5.12.2. Tinción Hematoxilina-Eosina 
 Previamente, antes de llevar a cabo la tinción histoquímica de la enzima a estudiar, se 
comprobó que el proceso de congelación fue el correcto, observándose la estructural de tejido 
mediante la tinción de hematoxilina-eosina. 
 En este caso los cortes de tejido se realizan en 5, 10 y 20 µm.  
5.12.2.1. Materiales y reactivos 
 Para la realización de la tinción se utilizó hematoxilina de Carazzi (hemotixilina 0,1 %, 
iodato potásico 0,02 %, alumbre potásico 5 %, glicerina 5x), eosina amarillenta al 1 %, alcoholes 
a 60°, 96° y 100°, xilol y medio de montaje no acuoso (DPX Mountant for histology de Sigma). 
5.12.2.2. Tinción 
 Una vez atemperadas las muestras, se realizó en primer lugar, una hidratación gradual 
a los cortes, pasándolos por los distintos grados de alcohol (2 lavados de 5 min de 100°, 2 de 96° 
y uno de 60°). Tras la hidratación del tejido, éste se lavó durante 5 min con el agua corriendo y 
se tiñó con hematoxilina 10 min. De nuevo, se volvió a lavar con agua corriendo hasta que ésta 
perdiera el color. La tinción con eosina fue de 10 s. Una vez teñido con ambos colorantes, los 
cortes fueron lavados brevemente con agua y se les aplicó el proceso de deshidratación, 
pasando por los alcoholes anteriores, pero en sentido contrario. Además, se añadió al final, un 




5.12.3. Histoquímica DHODH 
 Para la HQ de DHODH se empleó cerebro de ratón hembra de 71 días de edad, congelado 
con OCT y conservado a -80 °C. Los cortes que se realizaron fueron de 20 µm. 
5.12.3.1. Materiales y reactivos 
 Se empleó tampón fosfato potásico 150 mM a pH 8, nitroblue tetrazolium 0,02 M, 
cianuro potásico 0,01 M, ácido L-dihidroorótico (L-DHO) 0,02 M y brequinar 0,001 M (ambos de 
Sigma). De nuevo se empleó alcoholes, esta vez a 70°, 96° y 100°, xilol y medio de montaje no 
acuoso. 
5.12.3.2. Tinción 
 En primer lugar, se prepararon dos soluciones diferentes. La solución A, con tampón 
fosfato, nitroblue tetrazolium y KCN, y la solución B, con lo mismo que la anterior más el 
inhibidor de la enzima (brequinar). Estas se emplearon para preparar las soluciones tanto para 
el control negativo (solo solución A), la tinción de DHODH (solución A más L-DHO) como la 
tinción de DHODH más inhibidor (solución B más L-DHO). 
 Los cortes se incubaron con sus diferentes soluciones en una cámara húmeda a 37 °C 
durante 2 horas. Tras la incubación se lavaron 1 min con tampón fostato, otro con agua 
destilada, y por último se hicieron pases de 2 min por alcohol de 70°, 96° y 100°, y xilol, para 
seguidamente montar las preparaciones con medio no acuoso. 
5.13. Inmunohistoquímica 
5.13.1. Preparación de las muestras 
 Para el caso de las inmunohistoquímicas (IHQ) se utilizaron cortes de tejido humano 
parafinados, enviados por el Instituto. 






5.13.2. Material y reactivos 
 Se empleó un sistema automatizado en el instrumento Autostainer Link, todos los 
reactivos pertenecían a Dako, a excepción de los anticuerpos primarios utilizados. Además de 





 Previamente, las muestras se desparafinaron con xilol (10 min), se rehidrataron con 
lavados de 5 min en una serie de alcoholes (100, 100, 96 y 70) y se lavaron 5 min con agua 
destilada. Tras la rehidratación, se realizó la recuperación antigénica a 95 °C durante 20 min un 
pH de 6 (Dako antiger retrieval, low/high pH), antes de comenzar con el protocolo automatizado. 
 En este proceso, se bloqueó la peroxidasa endógena de las muestras (EnVision FLEX 
Peroxidase-Blocking) y se realizaron dos lavados de 5 min (Dako wash buffer). Una vez 
bloqueada, se incubaron los cortes con el anticuerpo primario durante 1 h (Tabla 5.13). Tras la 
incubación, se repitieron los lavados y se añadió el sistema de visualización de amplificación de 
señal FLEX (Envision Flex HRP, Dako). De nuevo, se realizaron lavados (3 lavados de 5 min), y se 
empleó 3,3'-Diaminobenzidina (DAB) para el desarrollo de la señal tras la precipitación en los 
sitios de unión del anticuerpo primario. 
5.14. Inmunofluorescencia en cultivos celulares 
 Las células en cultivo se lavaron con PBS y fijaron con una solución de paraformaldehido 
al 4 % 15 min a temperatura ambiente. Pasado este tiempo, se lavaron con PBS y 
permeabilizaron con el detergente Tritón X-100 al 0,1 % 10 min a temperatura ambiente. A 
continuación, se bloquearon las uniones inespecíficas con una solución de BSA al 0,1 %, 15 min 
a temperatura ambiente.  
 
 
Anticuerpo Especie Dilución Proveedor 
Anti-DHODH Mc, ratón 1:50 Abcam 
Anti-CAD Pc, conejo 1:200 Abcam 
Tabla 5.13. Anticuerpos primarios IHQ. Mc: mococlonal; Pc: policlonal. 
 
 
Tabla 5.14. Anticuerpos primarios IHQ 
 
 
Tabla 5.14. Anticuerpos primarios IHQ 
 
 




 El anticuerpo primario, diluido en la solución de bloqueo a la concentración deseada, se 
incubó una hora a temperatura ambiente o toda la noche. El anticuerpo secundario se diluyó 
1:1.000 en la solución de bloqueo y se incubó durante 30 min temperatura ambiente. Por ultimo 
las células se dejaron con PBS al que se le añadió DAPI, para teñir los núcleos, a una 
concentración 1:1000 y se visualizaron a través de la estación de imagen EVOS® FLoid®Cell 
Imaging Station de ThermoFisher Scientific. Esta permite la captación de imágenes celulares en 
tres colores de fluorescencia (azul, verde y rojo) de forma rápida y sencilla. El sistema permite 
tomar las imágenes de la propia placa de cultivo, incluso de células vivas. 
 En todos los casos se llevó a cabo paralelamente un control de anticuerpo secundario 
(mismo procedimiento, pero sin la incubación con anticuerpo primario) para descartar la 
existencia de uniones inespecíficas con el mismo.  
5.15. Bases de datos 
 Durante la realización de la tesis se emplearon distintas bases de datos con las que se 
contrastaron los resultados obtenidos. A nivel general se consultó la base de datos Expression 
Atlas, y para datos sólo humanos The Human Protein Atlas. También se utilizó el motor de 
búsqueda Pubmed. 
5.16. Análisis estadístico 
 El tratamiento estadístico de los datos se realizó con el programa STATVIEW versión 6.0 
y GraphPad Prism versión 5. Varios parámetros estadísticos han sido considerados durante la 
realización de este trabajo.  En primer lugar, se realizó un análisis de la normalidad de todas las 
variables estudiadas. De este modo las variables no normales fueron sometidas a las pruebas no 
paramétricas de Mann Withney o Kruskal-Wallis en función de si se trataba de dos o más grupos 
de variables. Las variables normales fueron comparadas con test t-student desapareado de dos 
colas o ANOVA, si se trataban de dos o más grupos de variables respectivamente. Cuando se 
analizó más de 2 grupos de variables también se realizaron las pruebas Post Hoc 
correspondientes a cada caso: Dunn para las variables no paramétricas y Scheffer (con grupos 
homogéneos). Los valores representados fueron los de las medias ± su desviación estándar en 
los diagramas de puntos y las gráficas de barras; y los valores máximo y mínimo, además de los 
tres cuartiles para los diagramas de cajas. Se consideró significativo una p menor de 0,05 y el 
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-Análisis por proteómica dirigida de la banda obtenida del Western blot para la línea 
celular SH-SY5Y 
 Análisis mediante proteómica dirigida de la banda recortada del gel del Western blot de 
DHODH en la muestra de la línea celular SH-SY5Y.  Péptidos identificados de la proteína con su 
correspondiente espectro de fragmentación. 
 


























-Análisis por proteómica dirigida de la banda obtenida de la muestra de cerebro 
humano tras la separación electroforética bidimensional 
 Tras un primer análisis de la muestra se eliminan aquellos péptidos de la proteína 
DHODH, con sus transiciones, que no son detectados. Se selección, de este modo, los péptidos 
con alguna evidencia de su presencia en nuestra muestra. De cada uno de estos péptidos se 
detectan al menos 4 transiciones. Sin embargo, en la mayoría de los casos, las transiciones no 
son consecutivas (se suelen incluir tres consecutivas) ni las esperadas con mayor intensidad.  



















 Aunque cromatográficamente hay alguna evidencia, ya que algunas transciones co-
eluyen coincidiendo con la masa de sus péptidos precursores, pudiendo pertenecer, de este 
modo, a la proteína DHODH, su secuencia no está confirmada por fragmentación. Y en ningún 
caso la concordancia entre los espectros MSMS de la librería con la que la comparamos (NIST 
HUMAN) y las transiciones superan el 65 %. 
 Perfil cromatográfico para el péptido FTSLGLLPR de la proteína DHODH (PYRD_HUMAN) 
























   




 Perfil cromatográfico para los péptidos VFRLPEDQAVINR y YGFNSNGLSVVEHR de la 































(Secuencia de aminoácidos del 
142-154) 




 Perfil cromatográfico para los péptidos SLQGKAELR y VLQERDGLR de la proteína DHODH 































(Secuencia de aminoácidos 
del 231-239) 




 Perfil cromatográfico para los péptidos VHRPAVLVKIAPDLTSQDK y EDIASVVK de la 
























(Secuencia de aminoácidos del 
255-273) 






























 Muestras de RNA de cerebro facilitadas por el Instituto de Investigación Biomédica de 






Hipocampo:  Giro Dentado     
Grupo Muestra Edad Sexo PM Diagnosis 
Control B004 52 M 03 h 00 min Control 
 B005 50 F 14 h 30 min Control 
 B006 50 M 17 h 15 min Control 
 B007 48 F 04 h 00 min Control 
 B008 54 F 06 h 45 min Control 
 B010 52 F 05 h 45 min Control 
 B011 57 M 05 h 20 min Control 
 B012 41 M 11 h 35 min Control 
 B017 51 F 04 h 00 min Control 
AD, B028 58 M 08 h 00 min AD-I/A 
Braak & B032 66 M 05 h 45 min AD-II/0 
Braak I/II B039 55 F 09 h 30 min AD-II/0 
 B046 55 M 09 h 45 min AD-II/0 
 B059 78 M 12 h 00 min AD-II/0 
 B061 72 F 04 h 00 min AD-II/0 
 B086 68 F 04 h 30 min AD-II/A 
 B095 69 M 03 h 45 min AD-II/A 
 B077 80 M 04 h 20 min AD-III/? 
AD, B072 77 M 04 h 10 min AD-III/0 
Braak & B100 82 F 03 h 05 min AD-III/A 
Braak III/IV B074 65 F 04 h 10 min AD-III/B 
 B079 90 F 04 h 00 min AD-III/B 
 B097 81 F 16 h 45 min AD-III/B 
 B099 79 F 03 h 40 min AD-III/B 
 B113 99 F 05 h 00 min AD-IV/B 
AD, B117 74 M 22 h 15 min AD-V/C 
Braak & B118 86 F 09 h 00 min AD-V/C 
Braak V/VI B124 75 M 08 h 15 min AD-VI/C 





Hipocampo: CA1     
Grupo Muestra Edad Sexo PM Diagnosis 
Control B003 40 M 05 h 10 min Control 
 B004 52 M 03 h 00 min Control 
 B006 50 M 17 h 15 min Control 
 B007 48 F 04 h 00 min Control 
 B008 54 F 06 h 45 min Control 
 B009 52 M 04 h 40 min Control 
 B010 52 F 05 h 45 min Control 
 B012 41 M 11 h 35 min Control 
 B013 60 F 11 h 30 min Control 
 B015 35 M 17 h 00 min Control 
 B016 59 M 08 h 30 min Control 
 B017 51 F 04 h 00 min Control 
 B019 54 M 08 h 45 min Control 
AD, Braak & B032 66 M 05 h 45 min AD-II/0 
Braak I/II B039 55 F 09 h 30 min AD-II/0 
 B046 55 M 09 h 45 min AD-II/0 
 B059 78 M 12 h 00 min AD-II/0 
 B027 71 M 05 h 15 min AD-II/A 
 B044 66 M 14 h 00 min AD-II/A 
 B045     
 B049 69 M 03 h 45 min AD-II/A 
AD, B076 80 M 04 h 20 min AD-III/? 
Braak & B072 77 M 04 h 10 min AD-III/0 
Braak III/IV B083 79 F 03 h 35 min AD-III/0 
 B089 82 F 03 h 05 min AD-III/A 
 B074 65 F 04 h 10 min AD-III/B 
 B079 90 F 04 h 00 min AD-III/B 
 B094 76 F 03 h 50 min AD-III/B 
 B097 79 F 03 h 40 min AD-III/B 
 B099 99 F 05 h 00 min AD-IV/B 
 B105 89 M 03 h 20 min AD-IV/B 
AD, B112 89 F 08 h 50 min AD-V/C 
Braak & B113 86 F 09 h 00 min AD-V/C 
Braak V/VI B115 92 M 07 h 45 min AD-V/C 
 B116 84 F 07 h 45 min AD-VI/C 
 B117 82 M 05 h 00 min AD-VI/C 
 B119     




Locus Cerúleo      
Grupo Muestra Edad Sexo PM Diagnosis 
Control B002 44 M 06 h 40 min Control 
 B004 52 M 03 h 00 min Control 
 B006 50 M 17 h 15 min Control 
 B009 52 M 04 h 40 min Control 
 B010 52 F 05 h 45 min Control 
 B012 41 M 11 h 35 min Control 
 B013 60 F 11 h 30 min Control 
 B016 59 M 08 h 30 min Control 
 B017 51 F 04 h 00 min Control 
 B018 54 F 08 h 00 min Control 
 B020 48 F 14 h 30 min Control 
AD, B023 57 F 5 h 00 min AD-I/0 
Braak & B025 56 M 7 h 10 min AD-I/0 
Braak I/II B035 64 M 04 h 35 min AD-I/? 
 B036 65 M 16 h 25 min AD-I/0 
 B037 58 M 10 h 45 min AD-I/0 
 B038 61 M 12 h 00 min AD-I/0 
 B041 63 M 3 h 50 min AD-I/A 
 B043 73 M 07 h 05 min AD-I/0 
 B047 56 F 08 h 00 min AD-I/A 
 B050 64 M 8 h 35 min AD-I/0 
 B051 67 M 14 h 40 min AD-I/0 
 B053 73 F 15 h 45 min AD-I/0 
 B055 70 M 02 h 00 min AD-I/A 
 B056 58 M 8 h 05 min AD-I/0 
 B057 61 M 04 h 30 min AD-I/? 
 B024 66 M 4 h 55 min AD-II/A 
 B042 75 M 7 h 30 min AD-II/0 
 B045 68 F 04 h 30 min AD-II/A 
 B048 57 M 04 h 30 min AD-II/0 
 B052 86 M 5 h 35 min AD-II/A 
 B060 53 M 4 h 20 min AD-II/0 
 B062 60 M 02 h 35 min AD-II/A 
AD, B069 78 F 06 h 00 min AD-III/A 
Braak & B073 83 F 9 h 10 min AD-III/0 
Braak III/IV B076 64 M 6 h 00 min AD-III/A 
 B079 90 F 04 h 00 min AD-III/B 
 B082 82 M 12 h 30 min AD-III/B 
 B081 79 F 5h 45 min AD-III/B 
 B084 77 M 13 h 45 min AD-III/C 
 B085 73 M 04 h 15 min AD-III/0 
 B087 68 F 4 h 45 min AD-III/A 
 B101 75 M 03 h 25 min AD-III/B 
 B102 76 M 06 h 00 min AD-III/B 
 B064 81 F 12 h 00 min AD-IV/C 
 B066 74 M 04 h 45 min AD-IV/B 
 B098 79 M 18 h 00 min AD-IV/A 
 B105 89 M 03 h 20 min AD-IV/B 
 B107 77 M 19 h 00 min AD-IV/A 
xvi 
 
Corteza Entorrinal     
Grupo Muestra Edad Sexo PM Diagnosis 
Control B001 66 F 4 h 15 min Control 
 B002 44 M 06 h 40 min Control 
 B006 50 M 17 h 15 min Control 
 B007 48 F 04 h 00 min Control 
 B009 52 M 04 h 40 min Control 
 B010 52 F 05 h 45 min Control 
 B011 57 M 05 h 20 min Control 
 B014 47 M 10 h 25 min Control 
 B017 51 F 04 h 00 min Control 
 B019 54 M 08 h 45 min Control 
AD, B021 77 F 3 h 15 min AD II/0 
Braak & B022 79 M 4 h 15 min AD II/0 
Braak I/II B026 83 M 4 h 30 min AD II/0 
 B029 86 F 4 h 15 min AD II/A 
 B030 79 F 3 h 35 min AD I/0 
 B031 85 M 3 h 45 min AD II/A 
 B033 77 M 2 h 55 min AD II/0 
 B034 79 F 6 h 25 min AD I/A 
 B040 66 M 9 h 45 min AD I/A 
 B046 55 M 09 h 45 min AD II/0 
 B048 57 M 04 h 30 min AD II/0 
 B054 80 M 3 h 30 min AD II/B 
 B063 83 M 18 h 00 min AD III/A 
AD, B065 77 F 11 h 30 min AD III/A 
Braak & B068 81 M 4 h 00 min AD III/0 
Braak III/IV B071 82 M 3 h 45 min AD III/A 
 B075 69 M 13 h 10 min AD III/0 
 B077 80 M 4 h 20 min AD III/0 
 B078 67 F 6 h 10 min AD III/C 
 B079 90 F 4 h 00 min AD III/B 
 B083 79 F 3 h 35 min AD III/0 
 B093 77 M 5 h 40 min AD III/A 
 B096 82 F 04 h 50 min AD III/A 
 B100 82 F 03 h 05 min AD III/A 
 B101 75 M 3 h 25 min AD-III/B 
 B104 79 M 4 h 15 min AD IV/B 
AD, B108 85 F 18 h 15 min AD V/C 
Braak & B109 93 M 3 h 00 min AD V/C 
Braak V/VI B110 82 M 03 h 45 min AD V/C 
 B111 67 F 08 h 00 min AD VI/C 
 B115 92 M 7 h 45 min AD-V/C 
 B117 82 M 5 h 00 min AD-VI/C 
 B120 87 F 5 h 15 min AD V/C 
 B121 93 F 6 h 00 min AD V-VI/? 
 B122 80 M 6 h 30 min AD V-VI/? 
 B123 84 M 5 h 00 min AD V-VI/? 
 B124 85 F 5 h 45 min AD-VI/C 
 B125 61 M 8 h 15 min AD V-VI/? 
 B126 63 M 8 h 00 min AD V-VI/? 
 B127 75 M 6 h 40 min AD V-VI/? 
 B129 85 F 5 h 00 min AD V-VI/? 
 
 
  
 
 
